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Zusammenfassung 
Antikörper gegen die extrazelluläre Immunglobulin-ähnliche Domäne (IgV-ähnliche Domäne, 
Igd) des Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) vermitteln Demyelinisierung in einem 
Tiermodell für Multiple Sklerose (MS), der experimentellen Auto-Immun-Enzephalomyelitis 
(EAE). Diese Antikörper werden als Faktoren einer potentiellen Auto-Immunpathogenese der 
MS diskutiert.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten spezifische Antikörper gegen die extrazelluläre 
IgV-ähnliche Domäne von MOG (MOGIgd) aus MS-Patienten und gesunden Spendern isoliert 
werden. Deren Epitopspezifität gegen einzelne lineare Peptide von MOGIgd wurde ermittelt. 
Durch ELISA-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Epitopspezifität der aufgereinigten 
MOGIgd-spezifischen Antikörper in beiden Gruppen heterogen ist. 
Durch den Nachweis einer humanen B-Zell-Antwort gegen lineare MOGIgd-Peptide und der 
Heterogenität dieser Immunantwort wurde ein möglicher Einflussfaktor identifiziert, der von 
Bedeutung für funktionelle Aspekte von MOG-spezifischen Antikörpern in einer Auto-
Immunpathogenese der MS sein könnte. 
Als möglicher Modulator der Immunantwort gegen MOG durch molekulares Mimikry (molecu-
lar mimicry) wurde das Milch-Protein Butyrophilin (BTN) erkannt. Die IgV-ähnliche Domäne 
von BTN (BTNIgI) zeigt zu 50% Homologie (Aminosäurensequenzidentität) zu der immunolo-
gisch bedeutenden extrazellulären IgV-ähnlichen Domäne von MOG (MOGIgd). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass auch auf menschlicher Ebene 
Kreuzreaktivität zwischen MOG und BTN besteht. Dieser Zusammenhang war aus tierexperi-
mentellen Studien bereits bekannt. 
Mittels Western-Blot- und ELISA-Analyse wurde gezeigt, dass eine Immunantwort gegen BTN 
in MS-Patienten, in Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen und in gesunden Spen-
dern besteht. Serum- und Liquor-Antikörper-Antworten gegen MOGIgd-Peptide und BTNIgI-
Peptide von MS-Patienten und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen wurden 
bezüglich ihrer Epitopspezifitätsmuster verglichen. Es konnte nachgewiesen werden, dass be-
züglich der Kreuzreakivität zwischen MOG und BTN diejenigen Epitope der beiden Proteine 
eine besondere Bedeutung haben, die innerhalb der Aminosäurensequenz 76-100 (Peptid P7) 
liegen. Es wurde gezeigt, dass Antikörper-Antworten gegen diese Region von BTN und dem 
homologen MOG selektiv im ZNS von MS-Patienten und Patienten mit anderen neurologischen 
Erkrankungen sequestriert sind. Dadurch konnten Hinweise dafür gefunden werden, dass eine 
funktionelle Bedeutung der molekularen Mimikry zwischen MOG und BTN besteht. 
Als eine wahrscheinliche Konsequenz dieser Ergebnisse ist die Modulation einer potentiellen 
Auto-Immunantwort gegen MOG durch BTN zu sehen. In einem Szenario ist diese Modulation 
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harmlos oder sogar protektiv durch die Induktion von oraler Toleranz durch Epitope von BTN, 
die mit MOG kreuzreagieren. Alternativ könnten aber kreuzreaktive Antikörper und Th1-T-
Zell-Antworten humorale und zelluläre Effektormechanismen in Gang bringen, die die weiße 
Substanz im ZNS angreifen. Die zu MOGIgd kreuzreaktive Immunantwort gegen BTNIgI könnte 
somit eine aktive Rolle in der Pathogenese der MS spielen. 
Diese möglichen Zusammenhänge sind insbesondere von großem Interesse, da epidemiologi-
sche Studien eine Assoziation von MS mit Milch-Ernährung nachweisen konnten, über deren 
Ursache bisher Unklarheit herrscht. 
 
Durch den Nachweis molekularer Mimikry zwischen MOG, einem möglichen wichtigen Auto-
Antigen im Rahmen einer potentiellen Auto-Immunpathogenese der MS, und dem Milch-
Protein BTN liegt mit dieser Arbeit der Versuch vor, die aus epidemiologischen Studien be-
kannte Assoziation der MS mit Ernährungsfaktoren, insbesondere von Milchprodukten, inner-
halb des Konzeptes einer möglichen Auto-Immunpathogenese der MS ansatzweise zu erklären. 
 
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit können sich weitere Erkenntnisse für eine poten-
tielle Auto-Immunpathogenese der MS und deren Modulation ergeben. 
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1. Einleitung 
1.1 Multiple Sklerose  
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung des zentralen Nerven-
systems (ZNS). Dabei kommt es zu selektiver Demyelinisierung und axonalem Verlust in un-
terschiedlichem Ausmaß innerhalb multipler und entzündlicher Läsionen. Diese Läsionen kön-
nen sich an unterschiedlichen Stellen innerhalb des gesamten ZNS ereignen. 
Die Diagnose der MS wird zumeist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr gestellt. Die klinische 
Manifestation der Erkrankung variiert stark, da unterschiedliche Systeme des ZNS betroffen 
sein können. MS-Patienten haben somit sehr unterschiedliche Symptome. Hauptsymptome der 
Erkrankung sind Sehstörungen (Erstsymptom ist oft ein von den Patienten als drastisch emp-
fundenes, allerdings oft reversibles Auftreten von Doppelbildern), Fatigue, psychische Verän-
derungen, Schwäche in den Extremitäten, Krämpfe, Parästhesien, Ataxie, Vertigo, Blasen- und 
Darmstörungen bis hin zu Paralyse und Verlust der Atemfunktion. Letzteres geschieht aber oft 
erst in sehr späten Stadien der Erkrankung. Diese Symptome sind direkte Folge von demyelini-
sierenden Entzündungsherden und assoziierter axonaler Zerstörung mit resultierendem Axon-
verlust (Silber and Sharief, 1999). Immer wieder gibt es während des Krankheitsverlaufs Pha-
sen der Erholung, in denen eine Remyelinisierung der Läsionen stattfinden kann (Lassmann et 
al., 1997). Die Remyelinisierung ist oft ineffektiv, die Erregungsfortleitung über die Axon-
membran bleibt trotz Remyelinisierungsvorgängen gestört. Häufig kommt es zur narbigen De-
fektheilung der Entzündungsherde, die mit einer irreversiblen Schädigung des neuronalen 
Netzwerks verbunden ist (Fergusen et al., 1997; Kornek et al., 2000). Ein längerer Verlauf der 
Erkrankung führt nicht selten zu chronischer Behinderung. Die Krankheitsdauer variiert stark, 
von wenigen Jahren in der akut-fulminanten Form, die vergleichsweise selten vorkommt (10% 
aller Erkrankten), bis hin zu mehreren Jahrzehnten. Leiden Patienten an der akut-fulminanten 
Form, sterben sie oft schon nach wenigen Jahren.(vgl. Weinshenker and Sibley, 1992; Nose-
worthy JH, 1999; Adams et al., 1997; Brandt et al., 1998; Hopf et al., 1999; Mumenthaler und 
Mattle, 2002) 
Es sind verschiedene Verläufe der Erkrankung zu unterscheiden (Hohlfeld, 1997). Meist be-
ginnt die MS mit einem schubförmig-remittierenden Verlauf (RR, „relapsing remitting“), der 
dann häufig nach einigen Jahren in einen sekundär-progressiven übergeht (CPII, „secondary 
chronic progressive“). Die Krankheit kann auch mit einem primär chronischen Verlauf einset-
zen (CPI, „primary chronic progressive“). Dies ist oft der klinisch-pathologisch schlechtere 
Verlauf. Im sekundär chronisch-progressiven Verlauf findet die Verschlechterung des klini-
schen Krankheitszustandes vor dem Hintergrund einer nicht weiter festzustellenden Entzün-
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dung des ZNS statt (Trapp et al., 1998). Es gibt auch Patienten, die nach der Diagnose einer 
schubförmig-remittierenden MS in dieser Form des Verlaufes verbleiben, und deren Erkran-
kung nicht in einen sekundär-progressiven Verlauf übergeht. Allerdings stellt dies eher eine 
Ausnahme dar. Diese Patienten sind klinisch oft nur wenig beeinträchtigt. 
Die Pathologie der MS zeigt eine bedeutende Beteiligung des Immunsystems. Die Bezeichnung 
„Multiple Sklerose“ steht für die Beschreibung der vielfachen Narben, die im Rahmen von Im-
munreaktionen innerhalb des ZNS entstehen. In den Läsionsherden sind Zeichen aktiver Ent-
zündung durch die Anwesenheit von T- und B-Lymphozyten, Monozyten und anderen Zellen 
des Immunsystems festzustellen. Klinisch wird die Beteiligung des Immunsystems bei der Pa-
thologie der MS an oligoklonalen Immunglobulinbanden im Liquor von MS-Patienten deutlich 
(Reiber, 1998). Die Feststellung dieser Banden ist ein wichtiges Diagnosekriterium für MS. Die 
positive Beeinflussung des Verlaufs der Erkrankung durch Therapien, die das Immunsystem 
beeinflussen, spricht ebenfalls für eine Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese der 
MS (Ben-Nun et al., 1996; Zipp et al., 1998; Hohlfeld, 1999; Noseworthy et al., 1999; Neuhaus 
et al., 2000; Farina et al., 2001; Schubart und Linington, 2001).  
Insgesamt zeigt die MS eine sehr heterogene Pathologie. Die Läsionen innerhalb des ZNS un-
terscheiden sich sehr von Patient zu Patient. Daraus ist zu schließen, dass wahrscheinlich ver-
schiedenartige Effektormechanismen in der Pathogenese der MS beteiligt sind (Lucchinetti et 
al., 1996; Storch and Lassmann, 1997; Lucchinetti et al., 2000). 
 
Was liegt dieser Immunreaktion zu Grunde? 
Grundsätzlich wird von zwei Ansätzen ausgegangen, die sich zum Teil überlappen (Hohlfeld, 
1999; Hunter and Hafler, 2000). 
Die Immunreaktion könnten einerseits durch Infektion mit mikrobialen Pathogenen verursacht 
werden (Cassetta and Granieri, 2000). Hauptsächlich werden in diesem Zusammenhang Viren 
diskutiert (Wekerle, 1998; Meinl, 1999; Soldan and Jacobson, 2001), oder es könnte sich ande-
rerseits um Auto-Immunphänomene handeln. Auch für diesen Ansatz gibt es wichtige Hinweise 
(Conlon et al., 1999). 
 
Die Annahme, dass bei der MS-Pathogenese Infektionen des ZNS eine wichtige Rolle spielen, 
wird durch Tiermodelle unterstützt, in denen MS-ähnliche Erkrankungsverläufe durch virale 
Pathogene induziert werden können (Njgena and Rodriguez, 1996; Smith-Norowitz et al., 
2000). Ein wichtiges Tiermodell ist eine Erkrankung, die durch das Theiler´s Murin-
Enzephalomyelitis-Virus, TMEV, hervorgerufen wird (Tsunoda and Fujinami, 1996). Vielfache 
Studien konzentrierten sich darauf, mögliche Erreger für die Immunreaktion ausfindig zu ma-
chen (Riise, 1997). Doch es konnte trotz intensiver Bemühungen keine Infektion gefunden wer-
den, die eindeutig mit der MS assoziiert ist. 
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Was spricht für eine Auto-Immunpathogenese der MS? 
Die heterogenen pathologischen Befunde der MS können in Tiermodellen reproduziert werden, 
bei denen die Tiere mit Antigenen des ZNS immunisiert werden und daraufhin eine entzündli-
che und demyelinisierende Enzephalitis mit MS-ähnlichen Symptomen entwickeln (Bradl and 
Linington, 1996). Ein Beispiel für ein solches Tiermodell ist die experimentelle Autoimmun-
Enzephalitis (EAE) (Ebers, 1999). In Mäusen ist die Entzündung in diesem Modell nur T-Zell 
vermittelt (Hjelmström et al.,1998, Dittel et al., 2000), in Ratten finden die entzündlichen Reak-
tionen und Demyelinisierung durch Vermittlung von T-Zellen und spezifischen Antikörpern 
statt. Dies spricht neben dem T-Zell-System auch für eine Beteiligung des B-Zell-Systems bei 
den pathologischen Vorgängen bei MS (Linington and Lassmann, 1987; Linington et al., 1992; 
Adelmann et al., 1995; Storch et al., 1998; Lyons et al., 1999). 
Von solchen Tiermodellen geht man aus, um die mögliche Auto-Immunpathogenese der MS zu 
untersuchen (Martin et al., 1992). Letztendlich zeigt das Tiermodell der EAE die größte Ähn-
lichkeit zu den beobachteten Immunphänomenen der MS. 
Weitere wichtige Zeichen, die auf eine Auto-Immunpathogenese der MS hindeuten, sind die 
Expansion von spezifisch-reaktiven Zellen des Immunsystems und spezifischen Antikörpern 
gegen Antigene innerhalb des Myelins (Genain et al., 1999). In Studien zu Auto-Peptid-
Liganden konnten auto-reaktive T-Zellen bei MS nachgewiesen werden (Bielekova et al., 
2000). 
Bei der MS handelt es sich also möglicherweise um eine Auto-Immunerkrankung gegen Anti-
gene des ZNS, die für die Immunreaktion innerhalb des ZNS verantwortlich ist. 
 
 1.2 Epidemiologie und Ätiologie der Multiplen Sklerose 
Es bestehen eindeutige, regionale und auch altersabhängige Besonderheiten im Zusammenhang 
der MS. Bezüglich des Auftretens der MS ist ein starkes Nord-Süd-Gefälle bekannt, und auch 
der Beginn der Erkrankung in meist jungen Lebensjahren ist auffallend. Frauen sind etwa dop-
pelt so häufig betroffen wie Männer. 
Die geographische Prävalenz der Erkrankung unterscheidet sich weltweit drastisch. Die Präva-
lenz der MS beträgt im mitteleuropäischen Raum (50-60° nördliche Breite) 60-100 Erkrankte 
auf 100.000 Einwohner, bei 30° nördlicher Breite verringert sie sich auf weniger als 10 auf 
100.000. Am Äquator kommt die MS so gut wie nicht vor. Insgesamt werden in Europa und 
Nord-Amerika 20-100 Menschen auf 100.000 Einwohner von der Krankheit befallen, in Afrika 
und Asien sind dies nur 1-2 auf 100.000. Mit einer Prävalenz von 68 Erkrankten auf 100.000 
Einwohner ist die MS eine der häufigsten neurologischen Krankheiten in Deutschland.              
(vgl. Adams et al., 1997; Hopf et al., 1999) 
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Die Ätiologie der MS ist nicht bekannt. Beteiligt zu sein scheinen genetische Faktoren und 
Umweltfaktoren (Cristen et al., 2000). 
Genetisch besteht eindeutig eine Prädisposition für MS. Dies ging aus Zwillingsstudien hervor 
(Sadovnick et al., 1993; Sadovnick and Ebers, 1995; Oksenberg and Barcellos, 2000). Die 
Konkordanz in monozygotischen Zwillingen beträgt 25-30%. Dem stehen nur 4% bei dizygoti-
schen Zwillingen oder Geschwistern gegenüber. Viele genetische Studien wurden zur Aufklä-
rung der genetischen Komponente bezüglich Ätiologie der MS unternommen (Oksenberg et al., 
1996, Zipp et al., 1995). Es wurden polygenetische, multiple Loci (mindestens sieben) ausfin-
dig gemacht (Ebers, 1996; Cristen et al., 2000). Die Ergebnisse der genetischen Screening-
Untersuchungen unterscheiden sich zwischen verschiedenen Populationen (Kira et al., 1996). 
Übereinstimmend konnte nur eine eindeutige Assoziation des HLA-DR2 Allels des MHC-
Klasse-II-Moleküls mit der MS ermittelt werden (Pette et al., 1990; Madsen et al., 1999). Die 
Assoziation mit dem MHC-Komplex macht die Beteiligung von Immunmechanismen in der 
Pathogenese der MS wahrscheinlich (Davidson et al., 1988). 
Die genetischen Studien implizieren insbesondere durch das Ergebnis einer Konkordanzrate 
von nur 25-30% bei monozygotischen Zwillingen, dass es eine Komponente von Umweltfakto-
ren in der Pathogenese der MS geben muss. Es ist also von einer Interaktion zwischen Gen- und 
Umweltfaktoren auszugehen (Sadovnick et al., 1993; Cristen et al., 2000). 
Durch Migrationsstudien konnte aufgeklärt werden, dass Umweltfaktoren ihren Einfluss bis 
zum 15. Lebensjahr ausüben. Migration vor dem 15. Lebensjahr führt zum Erkrankungsrisiko 
der neuen Lebensregion (Gale and Martyn, 1995). Als Umweltfaktoren werden Infektionen 
diskutiert. Infektionen mit dem humanen Herpesvirus 6 (HHV-6, Challoner et al., 1995; Soldan 
et al., 1997), Masern (Burgoon et al., 1999), dem Epstein-Barr-Virus (Bray et al.,1983; Asche-
rio and Munch, 2000) oder mit Chlamydien (Sriram et al., 1998, Derfuss et al., 2001) sind als 
die wichtigsten, diskutierten Infektionen zu nennen. Allerdings konnte keine einzige Infektion 
eindeutig mit MS assoziiert werden. 
Epidemiologische Studien zeigen ein Fülle von Umweltfaktoren, die mit der MS assoziiert sein 
könnten (Cendrowski et al., 1969; Lauer, 1994). Es fiel auf, dass auch ein Einfluss diätetischer 
Faktoren zu bestehen scheint, wobei insbesondere Milch und Milchprodukte von besonderer 
Bedeutung sind. Auf diesen Zusammenhang wird unter 1.10 ausführlicher eingegangen. 
Es wird auch über den möglichen Einfluss des sozio-ökonomischen Lebensstandards und einer 
westlichen Lebensweise bezüglich der Ätiologie der MS diskutiert (Lauer, 1993; Lauer, 1994). 
 
Offensichtlich handelt es sich bei der MS um eine Erkrankung, bei deren Pathogenese neben 
einer genetischen Suszeptibilität multiple Faktoren beteiligt zu sein scheinen (Giovannoni and 
Hartung, 1996). Die Heterogenität der Erkrankung ist ein Zeichen für eine Vielzahl von Ein-
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flussfaktoren auf die Immunreaktionen, die sich im ZNS abspielen (Lucchinetti et al., 1996; 
Storch and Lassmann, 1997). 
 
Als Arbeitshypothese für die vorliegende Arbeit galt die Annahme, dass die MS eine Erkran-
kung ist, welche in genetisch empfänglichen Individuen durch Umweltfaktoren ausgelöst wird, 
die zu einer Durchbrechung von Selbst-Toleranz gegen Antigene des Myelins führen. 
 
1.3 Das Immunsystem 
Da der MS eine Immunpathogenese zu Grunde liegt, kommt dem Immunsystem bezüglich der 
Ätiologie eine entscheidende Rolle zu. Möglicherweise ist die MS eine Auto-
Immunerkrankung. Aus diesem Grund ist die Entwicklung von immunologischer Toleranz und 
ihrer Durchbrechung durch das Immunsystem bei der Beschäftigung mit der Ätiologie der MS 
von großer Bedeutung. 
 
Es ist wichtig, dass das Immunsystem zwischen „fremd“ und „eigen“ unterscheiden kann, um 
den Organismus zwar gegen eindringende Pathogene effektiv durch spezifische Mechanismen 
schützen zu können, nicht aber Antigene des eigenen Körpers zu bekämpfen. Falls eigene Anti-
gene Ziel einer Immunantwort werden, entsteht eine Auto-Immunerkrankung. 
Das Immunsystem hat also grundsätzlich die Aufgabe, den Organismus gegen eindringende 
Pathogene zu schützen. Dies geschieht durch eine spezifisch gegen ein Antigen gerichtete Im-
munantwort, die das als „fremd“ erkannte Antigen als solches erkennt und dann in der Regel zu 
dessen Elimination führt. 
 
Das Immunsystem basiert auf zwei Säulen: das zelluläre Abwehrsystem, die sog. T-Zell-
Antwort, und das humorale Abwehrsystem, das durch B-Zellen vermittelt wird. Das Immunsys-
tem besteht aus angeborenen und erworbenen Anteilen. Die angeborene Immunität steht in vor-
derster Front der Abwehr. Sie erkennt Strukturen auf Krankheitserregern durch „toll-like“-
Rezeptoren (Janeway and Medzhitov, 2002). 
 
Erworbene Immunantworten sind hochspezifisch. Diese Spezifität wird zumeist während einer 
Reifungsphase in frühen Entwicklungsstadien ausgebildet. 
Die Antigenspezifität wird sowohl bei T- als auch bei B-Zellen durch spezifische Rezeptoren 
vermittelt, die ihre hohe Spezifität dadurch erhalten, dass sich ihre Sequenz innerhalb einer 
kleinen Region der Immunglobulin-Domäne voneinander unterscheiden. Es handelt sich dabei 
um die IgV-Domäne. Dies wird durch einen Prozess während der Reifungsphase des Immun-
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systems gewährleistet, der unterschiedliche Genfragmente miteinander verbindet, sog. „rear-
rangement“. Dabei werden zusätzliche Nukleotide in die Gene eingefügt und auch ausgeschlos-
sen. So können die unterschiedlichsten Aminosäuresequenzen für die Rezeptoren entstehen, die 
für die Vielfalt der im Immunsystem vorkommenden Rezeptoren verantwortlich sind. Es kön-
nen sogar Rezeptoren entstehen, die Antigene erkennen könnten, die in der Natur bisher noch 
nicht bekannt sind. Außerdem folgt daraus, dass jedes Inividuum ein Immunsystem mit indivi-
dueller Spezifität besitzt. 
Sind die Sequenzen der T-Zell-Rezeptoren einmal entwickelt, erfahren sie keine weitere Ver-
änderung mehr. Der Organismus hat dann sein individuelles Repertoire an spezifischen T-Zell-
Rezeptoren. 
Die Rezeptoren von B-Zellen können dagegen weitere Reifungsschritte während des ganzen 
Lebens durchlaufen. Erkennt ein B-Zell-Rezeptor ein Antigen, können somatische Mutationen 
stattfinden, die zu einer Spezifitätsanpassung des Rezeptors für das erkannte Antigen führen. 
Die Affinität des Rezeptors für das Antigen wird damit erhöht. 
Insgesamt besteht das Immunsystem aus 108-1010 spezifischen Lymphozyten, die sich alle in 
ihrer Rezeptor-Spezifität unterscheiden und damit verschiedene Antigene spezifisch erkennen 
können (Janeway and Travers, 1997). 
 
1.4 Zentrale und periphere Toleranz 
Mögliche Immunantworten schließen auch dem Körper eigene Antigene ein. Es gibt also sog. 
auto-reaktive T- und B-Zellen. Man spricht von Toleranz, wenn diese Auto-Aggressionen nicht 
stattfinden, wobei zwischen zentraler und peripherer Toleranzentwicklung zu unterscheiden ist. 
Einige wichtige Prinzipien der Ausbildung von Toleranz gegen Auto-Antigene und der Elimi-
nation von auto-reaktiven Immunzellen sind bekannt. 
Die für den Organismus sehr gefährlichen auto-reaktiven Immunzellen werden zum großen Teil 
in hoch spezialisierten Organen des Immunsystems (für T-Zellen: Thymus, für B-Zellen: Kno-
chenmark) noch während der Reifungsphase eliminiert. Dabei handelt es sich um die Entwick-
lung zentraler Toleranz. Der lebenswichtige Prozess einer negativen Selektion von auto-
reaktiven Immunzellen ist von der Anwesenheit potentieller Auto-Antigene in diesen Organen 
abhängig. Noch bevor mögliche auto-reaktive Zellen des Immunsystems in die Zirkulation ge-
raten können, werden sie in den Immunorganen eliminiert (Janeway and Travers, 1997). Wird 
ein Antigen im Thymus exprimiert, findet eine weitgehende Elimination der zugehörigen Im-
munzellen statt. Ist die Konzentration von potentiellen Auto-Antigenen in den Immunorganen 
aber geringer oder findet eine Expression der Antigene nur spezifisch in anderen Organen statt, 
wodurch sie während der Reifungsphase für Immunzellen nur gering oder gar nicht zugänglich 
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sind, kann eine Elimination inkomplett ausfallen oder sogar ganz fehlen. Dann sind funktions-
tüchtige und gefährliche Auto-Immunzellen entstanden, die zu großem Schaden innerhalb des 
Organismus durch Immunantworten gegen Auto-Antigene führen können. 
Bereits entstandene Auto-Immunzellen können aber zu einem gewissen Ausmaß auch nach der 
Reifungsphase noch peripher eliminiert werden. Um bei Immunzellen eine Immunantwort aus-
zulösen, ist eine Reihe von weiteren Co-Stimulationsfaktoren notwendig, die von Antigen-
präsentierenden Zellen (APC) ausgehen. Erkennung von Antigenen ohne Co-Stimulation kann 
demnach zu Anergie, einem Zustand der funktionellen Nichterkennung oder auch zu Apoptose 
der Immunzellen führen (Sloan-Lancaster et al., 1993; Schwartz, 1996). 
 
Auto-Immunzellen des T-Systems können in der Peripherie aus dem Repertoire von Immun-
antworten eliminiert werden (Miller and Basten, 1996). Die peripheren Mechanismen der Im-
muntoleranz sind von der Konzentration der jeweiligen Antigene in der Peripherie abhängig. 
Hohe Konzentration führt eher zur Deletion, niedrige eher zu Anergie von spezifischen Immun-
zellen (Liblau et al., 1997). Daneben spielen auch T-Suppressor-Zellen in der Limitierung von 
Immunantworten in der Peripherie eine Rolle. T-Suppressor-Zellen, die wie reguläre, naive T-
Zellen auch aus dem Thymus stammen, unterdrücken naive T-Zellen antigenunabhängig, nach-
dem sie selbst Antigen-abhängig aktiviert wurden (Janeway and Travers, 1997). 
 
Periphere Toleranzentwicklung von B-Zellen läuft ähnlich ab wie im T-Zell-System. B-Zellen 
benötigen für deren Aktivierung co-stimulierende Faktoren, die von Antigen-spezifischen T-
Helfer-Zellen (CD4) produziert werden. Antigenerkennung durch B-Zellen ohne co-
stimulierende Faktoren kann zu Deletion der spezifischen B-Zellen führen (Russell et al., 
1991). Proteine können in B-Zellen auch einen Zustand der Anergie induzieren. Der Zustand  
der Anergie von B-Zellen ist durch mehrere Merkmale charakterisiert. Auf der Oberfläche der 
B-Zellen exponiertes IgM wird reduziert, und die B-Zellen können nicht mehr proliferieren und 
weiter differenzieren. Anerge B-Zellen werden dann aus den Primärfollikeln der Lymphknoten 
und der Milz ausgeschlossen und gehen in Folge fehlender Stimulation durch T-Helfer-Zellen 
zu Grunde (Goodnow et al., 1989; Cyster et al., 1994; Cyster and Goodnow, 1995). Damit wird 
klar, dass in der Peripherie auch eine Toleranz innerhalb der humoralen Immunantwort indu-
ziert werden kann. 
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1.5 Orale Toleranz 
Lebewesen müssen Nahrung zu sich nehmen. Das ist ein nicht zu unterschätzendes Problem, 
das darin liegt, dass mit der Nahrung dem Organismus Unmengen von möglichen Antigenen 
zugeführt werden, die körperfremd sind und als solche vom Immunsystem erkannt werden. 
Es ist bekannt, dass Bestandteile der Nahrung zu einer bedeutenden Modulation von Immun-
antworten führen können, die das Immungeschehen bei Auto-Immunerkrankungen beeinflussen 
können (MacDonald, 1998). Für den Organismus ist ein funktionstüchtiges Immunsystem zur 
Abwehr von Pathogenen unerlässlich. Trotzdem muss auch Nahrung mit unzähligen Antigenen 
aufgenommen werden können. Wie wird dieses Problem gelöst? 
Mechanismen, die zu peripherer Toleranz des Immunsystems im Bereich des Gastrointesti-
naltraktes führen können, werden unter dem Konzept der oralen Toleranz zusammengefasst 
(Weiner, 1994; Chen et al.,1994; Chen et al., 1996; Strobel et al., 1996; Weiner, 1997; Gutge-
mann et al., 1998; Strobel and Mowat, 1998). 
Orale Toleranz wird durch eine Vielzahl von Mechanismen gewährleistet, darunter Induktion 
von Apoptose, Anergie von Immunzellen und Generation von Suppressor-Zellen (Brown et al., 
1994; Weiner, 1997; Strobel and Mowat, 1998). Dabei spielt die Art des jeweiligen Antigens, 
das zur oralen Toleranz führt, eine nicht geringere Rolle als dessen Konzentration und Exposi-
tionsfrequenz. 
Antigene, sowohl diätetische als auch Antigene der symbiotischen Darmflora, die die Darmmu-
cosa überwinden, werden im Darm-assoziierten-lymphatischen-Gewebe (GALT) prozessiert 
und führen zu einer nicht-entzündliche T-Zell-Immunantwort. Dabei sind antigen-induzierte T-
Suppressor-Zellen beteiligt. Die Suppression wird über die Sekretion von IL-10 und TGF-β 
vermittelt (Weiner, 1997; Strobel and Mowat, 1998). Somit führen Antigene aus der Nahrung 
normaler Weise zu einer ganz anderen Immunantwort, als sie durch infektiöse Antigene her-
vorgerufen wird. Infektionen mit Krankheitserregern induzieren zumeist eine T-Zell-Antwort, 
die zu einer Entzündungsreaktion führt, die zum Ziel hat, den pathogenen Auslöser zu eliminie-
ren. Solche entzündlichen Reaktionen sind potentiell sehr gefährlich, da sie zu Zerstörung des 
umgebenden Gewebes führen und die normale physiologische Funktion stören können. Deshalb 
werden Immunantworten gegen Antigene aus der Nahrung im Bereich des Gastrointestinaltrak-
tes durch das System der oralen Toleranz effektiv verhindert. 
Auch im Bereich der humoralen Immunantwort kann orale Toleranz durch Mechanismen der 
peripheren Toleranzentwicklung induziert werden. Genetische Faktoren scheinen dabei auch 
eine Rolle zu spielen (Weiner, 1997; Strobel and Mowat, 1998). 
Eine hohe Redundanz der unterschiedlichen Mechanismen führt zu großer Effektivität in der 
Ausprägung dieses lebenswichtigen Systems.  
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Es wird berichtet, dass orale Toleranz gegen diätetische Antigene auch experimentell induziert 
und damit beeinflusst werden kann (Weiner, 1997; Fattal et al., 2002). 
 
Orale Toleranz kann aber auch unterbrochen werden. Dies geschieht insbesondere durch gastro-
intestinale Infektionen. Die Durchbrechung der oralen Toleranz führt zu einer Expansion von 
Immunantworten gegen das aufgenommene Antigen. Am Beispiel des Choleratoxins konnte 
dies nachgewiesen werden. Das Choleratoxin hatte einen Einfluss auf die Immunantwort gegen 
ein bestimmtes, mit der Nahrung zugeführtes Antigen. Bei Fütterung mit dem Antigen wurde in 
Abhängigkeit zur Anwesenheit des Choleratoxins eine Immunantwort beobachtet, die eigent-
lich durch orale Toleranz hätte unterdrückt werden müssen (Umesaki and Setoyama, 1992; 
Hornquist and Lycke, 1993). Bei Intoleranz oder Allergie gegen Milch-Proteine 
(CMPI/CMPA), wie sie bei Kindern und Erwachsenen vorkommt, besteht ebenfalls eine Im-
munanwort gegen Antigene aus der Nahrung (Host et al., 1995; Pelto et al., 1998; Pelto et al., 
1999). 
Auch das Lebensalter scheint einen Einfluss auf die Durchbrechung oraler Toleranz zu haben. 
Nagetiere, die nicht älter als 4-6 Tage waren, reagierten eher mit einer Immunantwort gegen ein 
bestimmtes Antigen, als orale Toleranz gegen den Nahrungsbestandteil zu entwickeln (Hall et 
al., 1988; Miller et al., 1994; Strobel 1996; Strobel and Mowat, 1997). Es kann also als wahr-
scheinlich gelten, dass Immunantworten gegen oral zugeführte Antigene insbesondere während 
der Stillperoide ausgebildet werden. 
 
1.6 Myelin im ZNS – ein mögliches Ziel einer Auto-Immunreaktion 
Die Immunpathologie der MS und tierexperimentelle Studien weisen darauf hin, dass – falls es 
sich bei der MS um eine Auto-Immunerkrankung handelt – das Ziel der Auto-Immunreaktion 
möglicherweise innerhalb des Myelins liegt. Die Myelinschicht, die im ZNS von Oligodendro-
zyten gebildet wird, umscheidet die Axone von Neuronen und besteht zu 30% aus Proteinen 
und zu 70% aus Lipiden (Abb. 1). Innerhalb der Myelinscheide wurde nach möglichen Auto-
Antigenen gesucht (de Rosbo and Ben-Nun, 1998). 
 
Die Proteine des Myelins kommen als mögliche Auto-Antigene in Betracht (Poduslo JF, 1978). 
Hauptbestandteile des Proteinanteils innerhalb des Myelins sind das Myelin-basische-Protein 
(MBP) und das transmembrane Proteolipoprotein (PLP), die die Stuktur des kompakten Mye-
lins gewährleisten und etwa 80% des Proteingehaltes ausmachen. Hinzu kommen eine Reihe 
weiterer Proteine, deren Funktionen größtenteils nicht bekannt sind, darunter das Myelin-
assoziierte-Glykoprotein (MAG), das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), das Oli-
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godendrozyten-Myelin-Glykoprotein (OMG), das Myelin-assoziierte-Oligodendrozyten-
basische-Protein (MOBP) und das Myelin-Oligodendrozyten-spezifische-Protein (MOSP) (de 
Rosbo et al., 1993; Holz et. al., 2000; Kaye et al., 2000).  
Viele dieser Proteine wurden in Tierexperimenten auf ihr Potential getestet, Auslöser für Auto-
Immunphänomene zu sein. Grundsätzlich konnte durch alle dieser bekannten Myelin-Proteine 
Auto-Immunreaktionen in Versuchstieren ausgelöst werden (Martin et al., 1992). 
Tatsächlich konnte auch in einer Mehrzahl von MS-Patienten Auto-Reaktivität gegen Myelin-
Proteine beobachtet werden (Hohlfeld et al., 1995; Reindl et al., 1999; Jacobsen et al., 2002). 
Dies führte zu der Annahme, dass diese Proteine in der Pathogenese der MS eine Rolle spielen. 
Dem Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) kommt eine herausragende Rolle zu, da 
es bisher das einzige potentielle Auto-Antigen ist, das von demyelinisierenden Antikörpern als 
Zielstruktur erkannt wird (Genain et al., 1999; Raine et al., 1999; Haase et al., 2001; Budingen 
et al., 2001). 
Abbildung 1                  
Schematische Darstellung von ZNS-Myelin (aus Baumann and Pham-Dinh, 2001)               .                         
G Oligodendrozyt     N Ranvierscher Schnürring     C Paranodale Schleife 
ZNS-Myelin wird durch Oligodendrozytenfortsätze gebildet, die das Axon mit multiplen Lamellen ihrer 
Plasmamembran umscheiden. Das Zytoplasma der Oligodendrozyten ist zurückgedrängt, um mulilamellä-
res Myelin (10-100 Schichten) ausbilden zu können. Die Myelinumscheidung der Axone führt zu vielfacher 
Beschleunigung der Erregungsfortleitung über die Nervenzellmembran durch saltatorische Weiterleitung. 
An den paranodalen Schleifen bleibt Zytoplasma vorhanden, um einen Kanal aus Zytoplasma zu bilden, der 
die Myelinscheide mit dem Zellkörper des Oligodendrozyten verbindet. Im Gegensatz zu den Schwann´ 
Zellen im peripheren Nervensystem umscheidet ein Oligodendrozyt eine Vielzahl von Axonen. 
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1.7 Das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) –                                                   
ein mögliches, wichtiges Auto-Antigen 
Eines der wichtigsten, in Erwägung gezogenen Auto-Antigene stellt das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) dar (Roth et al., 1995; Bernard et al., 1997); dies gilt 
sowohl für MOG-spezifische T-Zell-Antworten (de Rosbo et al., 1993; de Rosbo et al., 1997; 
Wallström et al., 1998; Lindert et al., 1999) als auch für Antikörper-Antworten in MS-Patienten 
(Karni et al., 1999; Reindl et al., 1999; Lindert et al., 1999; Haase et al., 2001). Es wird fast 
ausschließlich im ZNS exprimiert (Linington et al., 1984; Gardinier et al., 1992, Iglesias et al., 
2001). 
In Tierexperimenten, die auf dem Tiermodell der EAE basieren, konnte gezeigt werden, dass 
Immunisierung von Ratten mit MOG eine auto-aggressive Immunantwort mit demyelinisieren-
den Läsionen im ZNS induzieren kann, wie sie auch bei MS vorkommen (Linington et al., 
1993; Johns et al., 1995; Adelmann et al., 1995; Storch et al., 1998; Stefferl et al., 1999; Bour-
quin et al., 2000). Demyelinisierung war von MOG-spezifischen Auto-Antikörpern abhängig 
(Linington and Lassmann, 1987). Das demyelinisierende Potential dieser spezifischen Antikör-
per konnte auch durch die intravenöse Injektion von monoklonalen MOG-spezifischen Anti-
körpern in Ratten mit EAE gezeigt werden (Linington et al., 1988; Schluesener et al., 1987, 
Brehm et al., 1999). Bei Abwesenheit von MOG- spezifischen Antikörpern war im ZNS nur 
Entzündung, nicht aber Demyelinisierung zu beobachten. Wurden MOG-spezifische Antikörper 
intravenös gegeben, konnte eine verstärkte Entzündungsreaktion im ZNS mit einer gesteigerten 
Demyelinisierung nachgewiesen werden. Es gibt Hinweise dafür, dass MOG-spezifische Anti-
körper auch funktionelle Bedeutung bei Phagozytosevorgängen, bei zell-vermittelter Zytotoxi-
zität, im Rahmen von lokaler Immunregulation und im Zusammenhang der Organisation der 
oligodendroglialen Membranen haben könnten (Ulvestad et al., 1994; Dyer and Matthieu, 
1994). 
Die B-Zell-Antwort wurde in Ratten vom MHC-Komplex bestimmt (Stefferl et al., 1999). Aus 
diesen Ergebnissen geht hervor, dass MOG-spezifische Antikörper in einer möglichen Auto-
Immunpathogenese der MS eine bedeutende Rolle spielen könnten. 
MOG besteht aus 218 Aminosäuren und besitzt eine N-terminale, extrazelluläre Immunglobu-
lin-ähnliche Domäne (IgV-ähnliche Domäne, Igd), eine hydrophobe transmembrane Domäne 
sowie eine zytoplasmatische Domäne (Abb. 2; Kroepfl et al., 1996; Johns and Bernard, 1999; 
Della Gaspera et al., 1998; Hjelmström et al., 1998). MOG hat einen Anteil am Myelinprotein 
von unter 0,05%. 
Das MOG-Gen liegt in der distalen Region des MHC-Komplexes und ist somit eng mit den 
Loci für die MHC-Klasse-I und -II-Moleküle verbunden (Pham-Dinh et al., 1993; Pham-Dinh 
et al., 1995; Lambracht et al., 1995). Die MHC-Klasse-I und -II-Moleküle sind bemerkenswer-
ter Weise auch mit MS assoziiert (Brandt et al., 1998). Da MOG eine extrazelluläre Domäne 
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hat, die auf der Außenseite der Oligodendrozyten exponiert ist, wurde angenommen, dass diese 
Domäne als Rezeptor für Auto-Immunantworten agieren könnte. 
 
 
                          
 
Abbildung 1 
Schematische Darstellung von MOG, das in der Oligodendrozytenplasmamembran verankert ist. 
Die N-terminale IgV-ähnliche Domäne (Igd) liegt auf der extrazellulären Seite, der C-Terminus liegt intra-
zellulär (nach Kröpfl et al., 1996). Die Zahlen repräsentieren Aminosäuren an den Membrangrenzen. 
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Das ZNS ist vom Immunsystem durch die Blut-Hirn-Schranke getrennt. Das Immunrepertoire 
kommt also im gesundene Zustand nicht mit Antigenen der Myelinscheide in Berührung. Zu-
sätzlich gibt es im ZNS kein klassisches Lymphdrainagesystem. Dies vermindert weiter die 
Wahrscheinlichkeit, dass das Immunsystem mit Proteinen des ZNS in Kontakt kommt. Primär 
wird also keine Toleranz, wie oben beschrieben, gegen diese potentiellen Auto-Antigene entwi-
ckelt. 
Auto-reaktive T- und B-Zellen gegen MOG oder andere Bestandteile des ZNS bleiben ein Teil 
des Immunrepertoires, da sie während der Reifungsphase des Immunsystems nicht eliminiert 
werden. Immunzellen können die Blut-Hirn-Schranke nicht ohne weiteres überwinden. Somit 
bleibt eine Immunantwort gegen diese Antigene in gesundem Zustand aus. Dies wird als „klo-
nale Ignoranz“ bezeichnet (Miller et al., 1996). 
Bei unterschiedlichen Formen der Verletzung des ZNS kann die Blut-Hirnschranke undicht 
werden, und das ZNS ist für das Immunsystem zugänglich. Daraufhin kann es zu Immun-
reaktionen gegen Antigene des ZNS kommen. Insbesondere duch Entzündungsvorgänge ist 
eine Einschränkung der Funktion der Blut-Hirnschranke möglich. 
Bei MS ist das ZNS dem Immunsystem durch Entzündungsreaktionen zugänglich (Gay and 
Esiri, 1991). Auto-Immunreaktionen gegen Bestandteile des ZNS-Myelins wären möglich. 
Tatsächlich sind in MS-Patienten verstärkte spezifische T-Zell-Antworten und spezifische An-
tikörper gegen MOG nachzuweisen (Sun et al., 1991; Hohlfeld et al., 1995; Lindert et al., 1999; 
Karni et al., 1999; Genain et al., 1999; Archelos et al., 2000; Göbels et al., 2000). Auto-
Antikörper gegen MOG scheinen von Bedeutung bei der Vermittlung von 
Demyelinisierungsvorgängen zu sein (Raine et al., 1999; Wekerle, 1999). 
 
Durch welche Mechanismen könnte eine Modulation der Immunantwort gegen MOG bewirkt 
werden? 
 
1.8 Molekulares Mimikry – Homologie zwischen MOG und BTN 
Eine Möglichkeit, Immunantworten effektiv zu beeinflussen, besteht durch molekulares Mimi-
kry (molecular mimicry) (Hemmer und Martin, 1998). 
Molekulares Mimikry bedeutet, dass aufgrund der Ähnlichkeit bzw. Identität antigener Deter-
minanten von Infektionserregern und Zellen des Wirtsorganismus dieser mit der Bildung von 
Auto-Antikörpern bzw. auto-aggressiven T-Lymphozyten reagiert (Pschyrembel, 1997; Benoist 
and Mathis, 2001). Homologie (Aminosäurensequenzidentität) zwischen zwei Antigenen führt 
dabei zu einer Kreuzreaktivität von Immunantworten und damit zu deren Modulation (Fujinami 
and Oldstone, 1985; Janeway and Travers, 1997). Eine protektive Immunantwort, die durch ein 
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Pathogen hervorgerufen wurde, führt demnach durch molekulares Mimikry zur Erkennung von 
homologen Epitopen spezifischer Auto-Antigene in verschiedenen Geweben des Organismus. 
Daraus resultiert Auto-Aggression. Auto-Immunerkrankungen können also von Umweltfakto-
ren durch molekulares Mimikry ausgelöst bzw. getriggert werden. Dabei wird eine Durchbre-
chung von Selbsttoleranz induziert (Janeway and Travers, 1997; Adams, 1996; Levin et al., 
2002). 
Eine Grundlage für molekulares Mimikry ist die Degeneration von T-Zell-Rezeptoren (Gran et 
al., 1999). Eine Vielzahl von MHC-Peptid-Komplexen kann also durch einen einzigen T-Zell-
Rezeptor trotz dessen Spezifität erkannt werden (Mason, 1998; Gran et al., 1999). 
 
Es könnte zu MOG homologe Proteine geben, die eine Immunantwort gegen MOG beinflussen. 
Datenbankrecherche identifizierte u.a. virale Antigene als kreuzreaktiv zu MBP (Gautam et al., 
1998) und MOG. In der Maus wurde Kreuzreaktivität von MOG zu dem Semliki-Virus nach-
gewiesen (Mokhtarian F, 1999). Es besteht auch Homologie zwischen MOG und dem Rubella-
Virus (Besson et al., 2001).  
Als das interessanteste Protein wurde das Milch-Protein Butyrophilin (BTN) identifiziert, weil 
es die höchste Homologie zu MOG aufweist (Aminosäurensequenzidentität 50%). 
 
Butyrophilin (BTN) ist ein Hauptbestandteil der Milch-Fett-Globulin-Membran (MFGM) und 
damit wichtiger Teil der Ernährung (Ogg et al., 1996).  
BTN besteht aus 501 Aminosäuren. Das Protein enthält zwei extrazelluläre Ig-ähnliche Domä-
nen, eine IgV-ähnliche Domäne (IgI) und eine IgC-ähnliche Domäne, sowie eine transmembra-
näre und eine intrazelluläre Domäne (Abb. 3; Jack and Mather, 1990). 
 
Wie auch MOG gehört BTN der Ig-Superfamilie der B7-Proteine an (Vernet et al., 1993; Lins-
ley et. al., 1994; Gruen et al., 1996; Henry et al., 1997; Henry et al., 1999; Sharp and Freeman, 
2002). Die Butyrophilin-Gen-Familie, die aus fünf Sub-Familien besteht, enthält je bis zu drei 
Anteile (Stammers et al., 1999). Proteine dieser Gen-Familie sind in unterschiedlichen Gewe-
ben vertreten und weisen eine Vielzahl von molekularen Gemeinsamkeiten auf. Zum Teil lie-
gen ihre Genloci wie auch der Genlocus für MOG im Bereich des MHC-Komplexes (Henry J et 
al., 1997; Tazi-Ahnini R, 1997; Rhodes et al., 2001). 
Alle Proteine dieser Gruppe haben eine hohe Homologie (Aminosäurensequenzidentität) zu 
einander in ihren IgV-ähnlichen extrazellulären Domänen, die sich am N-terminalen Ende der 
Proteine befinden. Zwischen MOG und BTN beträgt die Identität der Aminosäursequenzen 
dieser Domänen etwa 50% (Gardinier et al., 1992). Die Abbildung 3 zeigt die homologen An-
teile identischer Aminosäuresequenzen zwischen MOG und BTN in Form von schematisch 
dargestellten Gesamtmolekülen. Bovines BTN (bBTN) und humanes BTN (hBTN) unterschei-
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den sich nur geringfügig. In Abbildung 4 werden die Aminosäurensequenzen von humanem 
MOG (hMOG), bovinem BTN (bBTN) und humanem BTN (hBTN) verglichen. 
 
Falls durch Homologie molekulares Mimikry zwischen BTN und MOG bewirkt wird, könnte 
durch BTN eine Modulation der Immunantwort gegen MOG generiert werden. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2 
Struktureller Vergleich zwischen BTN und MOG 
BTN enthält sowohl zwei N-terminale, extrazelluläre Ig-Domänen (IgV-ähnliche Domäne, IgI, und IgC-
ähnliche Domäne) als auch eine transmembranäre und intrazelluläre Domäne (Jack and Mather, 1990). 
MOG besteht aus einer einzelnen, N-terminalen, extrazellulären Ig-Domäne (IgV-ähnliche Domäne, Igd), 
einer hydrophoben transmembranären Domäne und einem zytoplasmatischen Schwanz, der eine zweite 
hydrophobe Region enthält (Kröpfl et al., 1996; Della Gaspera et al., 1998). 
Nur die IgV-ähnliche Domäne von BTN (BTNIgI) weist eine signifikante Homologie (Aminosäurensequenz-
identität 50%) zu der IgV-ähnlichen Domäne von MOG (MOGIgd) auf. 
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        AS 
hMOG 1-25 GQFRVIGPRHPIRALVGDEVELPCR 
bBTN 1-25 APFDVIGPQEPILAVVGEDAELPCR 
hBTN 1-25 --------P---------------- 
 
 
hMOG 26-50 ISPGKNATGMEVGWYRPPFSRVVHL 
bBTN 26-50 LSPNVSAKGMELRWFREKVSPAVFV 
hBTN 26-50 ----A--EHL------K------L- 
 
 
hMOG 51-75 YRNGKDQDGDQAPEYRGRTELLKDA 
bBTN 51-75 SREGQEQEGEEMAEYRGRVSLVEDH 
hBTN 51-75 H-D-R---A-Q-P-----AT--Q-G 
 
 
hMOG 76-100 IGEGKVTLRIRNVRFSDEGGFTCFF 
bBTN 76-100 IAEGSVAVRIQEVKASDDGEYRCFF 
hBTN 76-100 --K-R--L--RG-RV------T--- 
 
 
hMOG 101-125 RDHSYQEEAAMELKVEDPFYWVSPG 
bBTN 101-125 RQDENYEEAIVHLKVAALGSDPHIS 
hBTN 101-125 -E-GS----L--------------- 
 
 
Abbildung 4 
Vergleich der Aminosäurensequenzen der homologen N-terminalen IgV-ähnlichen-Domänen von humanem 
MOG (hMOG), bovinem BTN (bBTN) und humanem BTN (hBTN) 
AS sind im Ein-Buchstaben-Kode angegeben. Identische AS von hMOG und bBTN sind fett gedruckt. In 
der Sequenz des hBTN sind identische AS zu bBTN als Striche, unterschiedliche AS zu bBTN als Buchsta-
ben dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich bBTN und hBTN nur geringfügig von einander unterscheiden. 
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1.9 Butyrophilin (BTN) –                                                                                                          
ein Modulator der Immunantwort gegen MOG durch molekulares Mimikry? 
Welche Mechanismen bestehen für eine potentielle Modulation der Immunantwort gegen MOG 
durch BTN infolge molekularer Mimikry? 
 
Mikrobiologische Antigene sind als wichtige, mögliche Trigger von Auto-Aggression durch 
molekulares Mimikry anzusehen (Benoist and Mathis, 2001). Das Guillain-Barré-Syndrom gilt 
als Auto-Immunerkrankung, die durch virale oder bakterielle Antigene getriggert wird (Hahn, 
1998). Potentiell kommen aber alle möglichen Antigene dafür in Frage, insoweit sie eine kreuz-
reaktive Immunantwort induzieren können. Dies schließt Antigene der Ernährung und somit 
das Milch-Protein BTN zur Auslösung von Auto-Immunerkrankungen ein. 
Ein Beispiel für die mögliche Triggerung einer Auto-Immunerkrankung durch ein diätetische 
Antigene ist Diabetes mellitus Typ-I. Es konnte gezeigt werden, dass bovine Albumin-Peptide 
aus der Nahrung eine kreuzreaktive Immunantwort von Antikörpern zu einem Oberflächenpro-
tein der β-Inselzellen des Pankreas induzierten (Karjalainen et al., 1992; Berdanier et al., 1995). 
Die Ausweitung des Konzeptes des molekularen Mimikry auf verbreitete Antigene aus der 
Ernährung führt zu einer Reihe von neuen Perspektiven, die im Kontext von akuten Infektionen 
irrelevant sind (4.3). 
 
In den letzten Jahren wurde besser verstanden, dass Verstärkung von Immunantworten aber 
nicht die einzige Form der Modulation des Immunsystems durch molekulares Mimikry ist. 
Auch die Ausbildung von immunologischer Ignoranz und damit Toleranz gegen bestimmte 
Antigene ist durch molekulares Mimikry möglich. Wie kann molekulares Mimikry zu immuno-
logischer Ignoranz führen? Wie könnte also Toleranz gegen MOG durch molekulares Mimikry 
zu BTN entstehen? 
 
Da MOG zu Proteinen homolog ist, die auch in Organen des Immunsystems vorkommen, 
scheint eine Toleranz gegen MOG zum Teil dadurch wahrscheinlich, dass diejenigen T-
Lymphozyten eliminiert werden, die während der Entwicklung des Immunrepertoires eigene 
MOG-homologe Proteine erkennen. Eine Immunantwort gegen MOG wäre dadurch verringert. 
Für diese Hypothese spricht, dass MOG-Gen-defiziente Mäuse eine identische immunologische 
Antwort gegenüber MOG haben wie Wild-Typen mit dem MOG-Gen (Pham-Dinh et al., sub-
mitted). Eigentlich wäre in den MOG-Gen-defizienten Mäusen eine andere Immunantwort ge-
gen MOG zu erwarten, da ihnen dieses Antigen eigentlich „fremd“ sein müsste. 
Als weiterer Modulationsmechanismus einer Immunantwort gegen MOG kommt die Entwick-
lung von oraler Toleranz gegen BTN und damit die Ausbildung einer kreuzreaktiven immuno-
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logischen Toleranz gegen MOG in Betracht. Da BTN in der Regel reichlich mit der Nahrung 
aufgenommen wird, könnte sich orale Toleranz gegen BTN kreuzreaktiv in einer ausbleibenden 
Immunantwort gegen MOG auswirken. 
 
Ausgebildete orale Toleranz gegen diätetische Antigene kann aber auch durchbrochen werden, 
insbesondere durch gastro-intestinale Infektionen. Für das Choleratoxin wurde dieser Vorgang 
bereits unter 1.5 erläutert (Umesaki and Setoyama, 1992; Hornquist and Lycke, 1993). Ähnli-
che Ergebnisse bestehen auch für das hitze-labile Enterotoxin aus E.-Coli-Bakterien (Gaboriau-
Routhiau and Moreau, 1996). Es kann es zu einer potentiell pathogenen Th1-T-Zell-Antwort 
gegen das aufgenommene Antigen kommen (Gaboriau-Routhiau and Moreau, 1996; Barbeau, 
1997). Im Falle von BTN könnte dies zu einer transienten Expansion von kreuzreaktiven und 
enzephalitogenen Auto-Immunantworten gegen MOG führen. Orale Toleranz ist zudem wäh-
rend der Säugephase von Neonaten schlecht entwickelt (Miller et al., 1994; Strobel, 1996; Stro-
bel and Mowat, 1998), so dass frühe Exposition gegen BTN bei entsprechendem genetischen 
Hintergrund auch zu einer kreuzreaktiven Immunantwort gegen MOG führen könnte. 
 
BTN ist also in seinem Einfluss auf eine Immunantwort gegen MOG infolge möglicher mole-
kularer Mimikry dichotom zu sehen.  
Einerseits könnten durch BTN pathogene Auto-Immunreaktionen gegen MOG induziert wer-
den, andererseits könnte BTN aber als oral zugeführtes Protein möglicher Weise auch zu einer 
Abschwächung von Auto-Immunantworten gegen MOG führen. Eine Durchbrechung der ora-
len Toleranz gegen BTN könnte wiederum eine Verstärkung der Immunantwort gegen BTN 
und MOG hervorrufen. 
BTN ist folglich als ein Kandidat anzusehen, der für eine Modulation der Auto-Immunantwort 
gegen MOG verantwortlich sein könnte. Voraussetzung dafür ist aber molekulares Mimikry 
zwischen MOG und BTN. 
Welche Hinweise gibt es für einen Einfluss von BTN auf  Auto-Immunantworten gegen MOG? 
 
Aus Tierexperimenten ist bekannt, dass tatsächlich ein Einfluss von BTN auf die Immunant-
wort gegen MOG besteht (Stefferl et al., 2000). 
Nach Immunisierung von Ratten mit bovinem BTN oder aufgereinigtem Milch-Fett-Globulin-
Membranen (MFGM) konnte eine subklinische Entzündungsreaktion im ZNS im Rahmen einer 
EAE festgestellt werden (Stefferl et al., 2000). Die Tiere hatten damit eine Pathologie und einen 
Krankheitsverlauf, die der MS und somit einer potentiellen Auto-Immunreaktion gegen MOG 
sehr ähnlich sind. 
Auch eine Modulation der Immunantwort gegen MOG durch BTN konnte in der gleichen Ar-
beit nachgewiesen werden. Die spezifische Antwort gegen MOG wurde durch Aktivimmunisie-
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rung mit BTN in Adjuvans verstärkt. Transmukosale Applikation von BTN (intranasal) führte 
dagegen zu einer Unterdrückung der Immunantwort gegen MOG. 
Bei diesen Versuchen konnte eine kreuzreaktive T-Zell-Antwort zwischen MOG und BTN auf 
tierexperimenteller Ebene nachgewiesen werden. Die BTN-Peptide 6 und 7 (vgl. Tab. 1) stell-
ten sich als dominant in der kreuzreaktiven Immunantwort heraus. Bemerkenswerter Weise 
waren BTN-Peptide weniger pathogen als die dazu homologen Peptide des MOG-Proteins. Es 
ist unklar, was der Grund für diese Beobachtung ist. Es könnte zum Beispiel durch oben be-
schriebene Mechanismen orale Toleranz gegen BTN durch Aufnahme von BTN mit der Nah-
rung entwickelt werden. Die beiden unterschiedlichen Proteine aktivieren aber vielleicht auch 
verschiedene Immunzellpopulationen, die sich in ihrer Pathogenität und dem Muster von indu-
zierten Co-Faktoren unterscheiden. 
Die Ergebnisse im Tierversuch identifizierten einen Mechanismus, durch den eine pathogene 
Immunantwort gegen MOG durch die Aufnahme von Milchprodukten mit der Nahrung modu-
liert werden könnte. 
 
Es stellt sich die Frage, ob auch auf menschlicher Ebene durch Exposition mit BTN die Zu-
sammensetzung oder Funktion des MOG-reaktiven-Repertoires in MS-Patienten beeinflusst 
wird. Molekulare Mimikry zwischen MOG und BTN könnte auch auf menschlicher Ebene da-
für verantwortlich sein. Es bleibt offen, ob es sich bei einer Modulation der Immunantwort ge-
gen MOG durch BTN um eine Unterdrückung der Immunantwort und damit eine protektive-
Wirkung handeln würde, oder ob durch eine Verstärkung der Auto-Immunreaktion gegen MOG 
ein negativer Einfluss durch BTN bestünde. 
 
1.10 Epidemiologische Assoziation zwischen MS und Milch-Verzehr 
Eine Vielzahl von epidemiologischen Daten lässt eine wichtige, vielleicht sogar prädominante 
Rolle von Umweltfaktoren vemuten, die in die Ätiologie der MS involviert sein könnten 
(Cendrowski et al., 1969; Butcher, 1976; Lauer, 1993; Lauer 1994; Cristen et al., 2000). Es 
wurden die verschiedensten Einflussfaktoren in Betracht gezogen. Fragen der Ernährung spiel-
ten eine große Rolle. Es fiel eine besondere Assoziation zwischen Milch und Milchprodukten 
mit MS auf. Schon seit längerem wird dieser mögliche Zusammenhang diskutiert (Agranoff and 
Goldberg, 1974; Butcher, 1976) und in entsprechenden epidemiologischen Studien wurden die 
Hinweise dafür bestätigt, dass ein Zusammenhang zwischen Milch und Milchprodukten mit MS 
besteht (Butcher, 1986; Malosse et al., 1992; Sepcic, 1993; Lauer, 1993; Lauer 1994; Lauer, 
1997). Die Ursache dafür ist bisher nicht bekannt. 
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Der potentiellen Modulation einer Auto-Immunreaktion gegen MOG durch das homologe 
Milch-Protein BTN im Zusammenhang der MS (1.9) kommt vor diesem Hintergrund eine be-
sondere Bedeutung zu. Es könnte sich dabei um eine mögliche Ursache für die Assoziation der 
MS mit Faktoren der Ernährung handeln, insbesondere mit Milch und Milchprodukten. 
 
1.11 Gegenstand der vorliegenden Arbeit 
In den vorangegangenen Kapiteln wurden eine mögliche Auto-Immunpathogenese der Multip-
len Sklerose (MS) und deren potentielle Modulationsmechanismen erläutert. Insbesondere auf 
die mögliche Modulation der Immunantwort gegen das Myelin-Oligodendrozyten-Protein 
(MOG) durch das homologe Milch-Protein Butyrophilin (BTN) wurde eingegangen. 
Die Untersuchung der Immunantwort gegen MOG und die Aufklärung des immunologischen 
Zusammenhanges mit BTN ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 
 
Im ersten Teil der Arbeit wird die Epitopspezifität der Antikörper-Antwort gegen MOG unter-
sucht. 
Im zweiten Teil der Arbeit ist die Frage zu klären, ob auf menschlicher Ebene molekulares 
Mimikry und immunologische Kreuzreaktivität zwischen MOG und BTN mit der möglichen 
Konsequenz einer Modulation der MOG-spezifischen Immunantwort durch BTN besteht. Im 
Tierexperiment konnte dieser Zusammenhang bereits nachgewiesen werden. 
 
Aus der Beantwortung dieser Fragen sind weiter führende Erkenntnisse bezüglich der potentiel-
len Auto-Immunpathogenese der MS und deren Modulation durch das Umweltantigen BTN zu 
erwarten. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Medien 
2.1.1 Hitzeschocktransformation von Bakterienzellen 
LB-Medium   10g/l Pepton aus Casein  
5g/l Hefeextrakt 
5g/l NaCl 
Autoklavieren (120°C, 1atü) 
100 mg/l Ampicillin 
25 mg/l Kanamycin 
DNA-Minipräp-Kit  Pharmacia, Freiburg 
 
2.1.2 Aufreinigung von rekombinanten Proteinen 
PBS-Puffer   150mM NaCl 
    2,7mM KCl 
    10,1mM Na2HPO4 
    1,8mM KH2PO4 
    pH 7,4 
 
Harnstoffpuffer  6M Harnstoff 
    0,1M KH2PO4 
    0,5M NaCl 
     
Waschpuffer   Harnstoffpuffer 
    40mM Imidazol 
    pH 6,0 
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Elutionspuffer   Harnstoffpuffer 
    0,5M Imidazol 
    pH 3,0 
 
Acetatpuffer   5mM Natriumacetat 
    pH 3,0 
 
2.1.3 Gel-Elektrophoretische Methoden 
Lösung A   30% Acrylamid 
 
Puffer B   1,5M Tris   pH 8,8 
 
Lösung C   10% Natriumdodecylsulfat (SDS) 
(nicht im Kühlschrank aufbewahren) 
 
Puffer D   0,5M Tris   pH 6,8 
 
10% APS   100mg/ml Ammoniumperoxodisulfat 
(immer frisch ansetzen) 
 
Laufpuffer   3g/l Tris 
14,4g/l Glycin 
1g/l SDS 
 
Auftragspuffer  400mM Tris/HCl   pH 7,5 
0,45g/ml Glycerin 
1mg/ml Bromphenolblau 
0,15mg/ml SDS 
1,5Μ β-Mercaptoethanol 
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Coomassi-Blau 
- Färbelösung   500ml/l Methanol 
    2g/l Coomassi Brilliant Blue R250 
    75,3 ml/l Eisessig  
 
- Entfärbelösung  10% Essigsäure 
    40% Methanol 
 
Ethidiumbromid-Lösung 5mg/ml Ethidiumbromid (vor Licht schützen) 
 
TBE-Laufpuffer  90mM Tris/HCl   pH 6,8 
    90mM Borsäure 
    2mM EDTA 
 
DNA-Auftragspuffer  50% Glycerin 
    0,25% Bromphenolblau 
 
2.1.4 Isolation MOGIgd-spezifischer Antikörper 
Koppelungspuffer  0,1M NaHCO3 
    0,5M NaCl 
    pH 8,3 
 
Acetatpuffer   0,1M Natriumacetat 
    0,5M NaCl 
    pH 4,0 
 
Tris-Puffer (TBS)  0,05M Tris 
    0,15M NaCl 
 
  
31 
2.1.5 Analyse von Seren und Liquor auf spezifische Antikörper - Western-Blot 
SDS-Laufpuffer  0,025M Tris 
    0,192M Glycin 
    0,1% SDS 
 
Transfer-Puffer   12mM Tris 
    96mM Glycin 
    20% Methanol 
    pH 8,3 
 
Laufpuffer   3 g/l Tris 
14,4g/l Glycin 
1g/l SDS 
 
Auftragspuffer  400mM Tris/HCl   pH 7,5 
0,45g/ml Glycerin 
1mg/ml Bromphenolblau 
0,15mg/ml SDS 
1,5Μ β-Mercaptoethanol 
 
TBS-T    0,05M Tris 
    0,15M NaCl 
    0,1% Tween-20 
 
Substratpuffer   1M Tris 
    0,5M MgCl2 
    5M NaCl 
  pH 9,5 (HCl) 
 auf 10ml Substratpuffer 
- 50ml NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) 
- 37,5ml X-Phosphat (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat) 
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2.1.6 Analyse von Seren und Liquor auf spezifische Antikörper - ELISA 
Adsorbtionspuffer  PBS 
    0,02% NaN3 
 
Waschpuffer   PBS 
    0,05% Tween-20 
    0,02% NaN3 
     
Blockierungspuffer  PBS  
    1% BSA 
    0,1% NaN3 
     
Substratpuffer   1M Diethanolamin 
(für Peroxidase,  0,02% NaN3 
bei OD490nm messen)  4mM MgCl2 x 6H2O 
    pH 9,8 (HCl) 
(bei 4°C lichtgeschützt aufbewahren) 
frisch zugeben: 
5mg p-Nitrophenyl-Phosphat/5ml Substratpuffer 
stoppen mit 3M HCl 
 
Substratpuffer   1M Tris 
(für alkal.-Phosphatase, 0,5M MgCl2 
bei OD405nm messen)  5M NaCl 
    pH 9,5 (HCl)      
    OPD-Tablette in Substratpuffer vollständig auflösen 
    (Konzentration entsprechend Herstellerangabe) 
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2.1.7 Peptide 
Die in Tabelle 1 aufgeführten Peptide der N-terminalen IgV-ähnlichen Domänen von humanem 
MOG (MOGIgd) und von bovinem BTN (BTNIgI) wurden mit einem Reinheitsgrad von mehr als 
98 % von Genosys (Cambridge, U.K.) hergestellt und in dieser Studie verwendet. 
 
Aminosäuren (im Ein-Buchstaben-Kode angegeben) 
P1 MOG 
BTN 
1-26 
1-26 
GQFRVIGPRHPIRALVGDEVELPCRI 
APFDVIGPQEPILAVVGEDAELPCRL 
 
P2 MOG 
BTN 
14-39     
14-39     
ALVGDEVELPCRISPGKNATGMELGW 
AVVGEDAELPCRLSPNVSAKGMELRW 
 
P3 MOG 
BTN 
27-50     
27-50     
SPGKNATGMELGWYRPPFSRVVHL 
SPNVSAKGMELRWFREKVSPAVFV 
 
P4 MOG 
BTN 
38-60     
38-60     
GWYRPPFSRVVHLYRNGKDQDGD 
RWFREKVSPAVFVSREGQEQEGE  
 
P5 MOG 
BTN 
50-74     
50-74     
LYRNGKDQDGDAPEYRGRTELLKD 
VSREGQEQEGEMAEYRGRVSLVED 
 
P6 MOG 
BTN 
63-87     
63-87     
PEYRGRTELLKDAIGEGKVTLRIRN 
AEYRGRVSLVEDHIAEGSVAVRIQE 
 
P7 MOG 
BTN 
76-100   
76-100   
IGEGKVTLRIRNVRFSDEGGFTCFF 
IAEGSVAVRIQEVKASDDGEYRCFF 
 
P8 MOG 
BTN 
89-113 
89-113 
RFSDEGGFTCFFRDHSYQEEAAMEL 
KASDDGEYRCFFRQDENYEEAIVHL 
 
P9 MOG 
BTN 
101-125  
101-120  
RDHSYQEEAAMELKVEDPFYWVSPG 
RQDENYEEAIVHLKVAALGS 
 
Tabelle 1 
Aminosäurensequenzen der synthetisch hergestellten, sich überlappenden Peptide der N-terminalen Domä-
nen von humanem MOG (MOGIgd, Accession-Number I56513) und von bovinem BTN (BTNIgI, Accession-
Number M35551), die in dieser Studie verwendet wurden (Genosys, Cambridge, U.K.).                                      
Gleiche Aminosäuren zwischen den beiden Proteinen sind unterstrichen. 
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2.1.8 Antikörper 
-   Maus.anti-MOG  1 in 500 (von Prof. Dr. Linington überlassen) 
        (8.18.C.5) 
 
-   Kan.anti-BTN  1 in 500 (von Prof. Dr. Linington überlassen) 
 
-   Kan.anti-BT3.3  1 in 50 (von Dr. Malotkin überlassen) 
 
-   Kan.anti-S.100β  1 in 50 (Immunotech Marseilles, F) 
  
-   Alkal.-Phosphatase-konjugierter Ziege.anti-humanIgM, Fc5µ-Fragment spezifisch 
    (minimal kreuzreaktiv zu Rinder-Serumproteinen) 
1 in 5000 (Jackson Immuno Research,West-Grove Pen., U.S.A.) 
 
-   Alkal.-Phosphatase-konjugierter Ziege.anti-humanIgG (H&L), Fcγ-Fragment spezifisch 
    (minimal kreuzreaktiv zu Rinder-, Pferde-, Maus-Serumproteinen) 
1 in 5000 (Jackson Immuno Research, West-Grove Pen., U.S.A.;        
           Dianova, Hamburg) 
 
-   Alkal.-Phosphatase-konjugierter Ziege.anti-MausIgG1 
1 in 1000 (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, 
         U.S.A.) 
 
-   Alkal.-Phosphatase-konjugierter Ziege.anti-KaninchenIgG (H&L) 
1 in 5000 (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, 
                 U.S.A.) 
 
-   Peroxidase-konjugierter Ziege.anti-humanIgG (H&L), Fcγ-Fragment spezifisch  
    (minimal kreuzreaktiv zu Rinder-, Pferde-, Maus-Serumproteinen) 
1 in 5000 (Jackson Immuno Research, West-Grove Pen., U.S.A.;        
           Dianova, Hamburg) 
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2.1.9 Menschliche Proben 
Alle menschlichen Proben wurden mit der ausdrücklichen Zustimmung aller Spender verwen-
det (Karolinska Institute Ethical Comittee, Stockholm, Schweden), die zur Zeit der Entnahme 
keine immunsuppressive / immunmodulatorische (für sechs Monate) oder corticosteroidhaltige 
Therapie (für acht Wochen) vor der jeweiligen Probenentnahme erhalten hatten. 
Es handelte sich um folgende Materialien: 
 
-   Serum von MS-Patienten, gesunden Spendern (HD) und Patienten mit anderen neurologi- 
    schen Erkrankungen (OND) 
-   Liquor (CSF) von MS-Patienten und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 
     (OND) 
-   Plasmapherisat von MS-Patienten 
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2.1.10 Chemikalien 
Acrylamid-bis      Roth, Karlsruhe 
Agarose      Biozym, Hess. Oldendorf 
Ampicillin      Sigma, Deisenhofen 
Ammoniumperoxodisulfat    Merck, Darmstadt 
Borsäure      Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau     Sigma, Deisenhofen  
Butanol      Riedl-deHaen, Seelze 
β-Mercaptoethanol     Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 
Calciumchlorid     Merck, Darmstadt 
Coomassi Brilliant Blue R250   Sigma, Deisenhofen  
Dinatriumhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 
DNA-Minipräp-Kit     Pharmacia, Freiburg 
EDTA       Merck, Darmstadt 
Ethanol      Riedl-deHaen, Seelze 
Ethidiumbromid     Sigma, Deisenhofen 
Essigsäure      Merck, Darmstadt 
Expressionsvektoren pQE12 und pQE30  Qiagen, Hilden 
Glukose      Merck, Darmstadt 
Glycerin      Merck, Darmstadt 
Glycin       Riedl-deHaen, Seelze 
Harnstoff      Merck, Darmstadt 
Hefeextrakt      Merck, Darmstadt 
Imidazol      Merck, Darmstadt 
Isopropanol      Riedl-deHaen, Seelze 
Isopropyl-b-D-Thiogalaktosid (IPTG)  bts, Leon-Rot 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 
Kanamycin      Sigma, Deisenhofen 
Lowry-Protein-Assay-Kit    Sigma-Aldrich Diagnostics, München 
Magnesiumchlorid     Merck, Darmstadt 
Methanol      Riedl-deHaen, Seelze 
Milchpulver      Frema Reform 
Natriumazid      Merck, Darmstadt 
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Natriumacetat      Merck, Darmstadt 
Natriumcarbonat     Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat    Merck, Darmstadt 
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)   Sigma, Deisenhofen 
Natriumhydroxid     Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Roth, Karlsruhe 
Natriumphosphat     Merck, Darmstadt 
Nickelchlorid      Sigma, Deisenhofen 
o-Phenyldiamin (OPD)    Sigma, Deisenhofen  
Nitrophenylphosphat     Sigma, Deisenhofen 
p-Nitrophenyl-Phosphat     Sigma, Deisenhofen 
Pepton aus Casein     Merck, Darmstadt 
Phenol       Appligene, Heidelberg 
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween-20) Sigma, Deisenhofen 
Poinceau-S      Sigma, Deisenhofen 
Restriktionsendonuklease BGLII   Boehringer, Mannheim 
Rinderserumalbum (BSA)    Roth, Karlsruhe 
Salzsäure, (37%)     Riedl-deHaen, Seelze  
TEMED      Sigma, Deisenhofen 
Tetramethylendiamin (TEMED)   Sigma, Deisenhofen 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan   Riedl-deHaen, Seelze 
Tween-20      Sigma, Deisenhofen 
X-Phosphat      Sigma, Deisenhofen 
 
 
Verwendete Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Assistent (Sondheim), Falcon 
(Becton Dickinson, Plymouth, U.K.), Amersham (Braunschweig), Greiner (Flacht) und Schlei-
cher & Schuell (Dassel) bezogen. 
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2.2 Hitzeschock-Transformation von Bakterienzellen 
Zur Herstellung rekombinanter Proteine wurden E.-Coli-Bakterien transformiert. 
Für die Expansion zur Transformation kompetenter E.-Coli-Bakterienzellen (von Dr. Brehm 
überlassen) wurden 10ml LB-Medium (mit 25µg/ml Kanamycin) mit 7µl Glycerinkultur des 
kanamycinresistenten E.-Coli-Stammes M15 angeimpft und über Nacht bei 37°C und 225rpm 
inkubiert (Vorkultur). Am nächsten Morgen wurden 48ml LB-Medium (mit Kanamycin) mit 
3ml der Vorkultur angeimpft und für 45 Minuten bei 37°C und 150rpm inkubiert bis eine opti-
sche Dichte OD600nm von 0,5 erreicht wurde. Die Messung erfolgte in Einmalküvetten mit einer 
Schichtdicke von 1cm, wobei eine Absorptionseinheit von 0,1 bei OD600nm der trüben Suspen-
sion einer Zelldichte von etwa 108 Zellen pro ml entsprach. 
Daraufhin wurde die Zellsuspension für 10 Minuten auf Eis gekühlt und dann bei 4000rpm und 
4°C zentrifugiert, das Pellet in 25ml 0,1M CaCl2 für 60 Minuten unter Eiskühlung aufgenom-
men, dann wiederum 10 Minuten bei 4°C mit 4000rpm zentrifugiert und das Pellet wieder für 
30 Minuten  auf Eiskühlung in 5ml 0,1M CaCl2 resuspendiert. 
Die Hitze-Schock-Transformation für das S.100β-Gen der Ratte wurde wie folgt durchgeführt. 
Zu den kompetenten Bakterienzellen wurde die Lösung mit dem Expressionsvektor pQE12 
(Qiagen, Hilden), der das Gen für S.100β enthielt, hinzugegeben (100µl kompetente Bakterien 
in CaCl2 auf 10ng DNA = pQE12-Ligationslösung für S.100β). Diese Suspension wurde für 45 
Minuten bei 0°C inkubiert, dann für 2 Minuten auf 37°C (oder alternativ für 90 Sekunden auf 
42°C) erwärmt und sofort wieder auf Eis gekühlt. Für eine Stunde folgte eine Inkubation bei 
37°C unter Zugabe von 3ml LB-Medium ohne Antibiotikazugabe. Die Bakterien wurden dann 
für 10 Minuten bei 4000rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 100µl der Überstands-
flüssigkeit resuspendiert und auf Agar-Platten ausplattiert, die jeweils 1:1000 Ampicillin und 
Kanamycin enthielten, und dann über Nacht bei 37°C bebrütet. Dabei wurden 10% der Suspen-
sion  auf einer Agar-Platte plattiert, 90% auf eine weitere, und zusätzlich wurde zur Kontrolle 
der nicht transformierte E.-Coli-Stamm M15 auch auf einer Platte ausgestrichen, da nur der das 
Plasmid enthaltende Stamm auch das Ampicillinresistenzgen enthielt und somit auf dem Ampi-
cillinagar kein Wachstum bei nicht erfolgter Transformation des E.-Coli-Stammes zu erwarten 
war. 
Alle Agar-Nährböden wurden zuvor durch Zusatz von 15g/l Agar zum Flüssigkeitsmedium 
hergestellt und die Antibiotika wurden nach Verfestigung der Nährböden im Nachhinein ausge-
strichen. Alle Instrumente und Lösungen, die beim Umgang mit Bakterienkulturen verwendet 
wurden, waren durch zwanzigminütiges Autoklavieren bei 120°C entkeimt worden. Die Anti-
biotikalösungen wurden sterilfiltriert. 
  
39 
Gut proliferierende Bakterienklone des Agars, der mit 10% der transformierten Bakteriensus-
pension beschichtet worden war, wurden nach Übernachtbebrütung bei 37°C zur Beimpfung 
von je 3ml LB-Medium verwendet, die wiederum über Nacht bei 37°C und 225rpm inkubiert 
wurden. 
Ein Anteil dieser Bakterienklon-Suspensionen wurde zur Isolation des DNA-Plasmids aus den 
Bakterien verwendet, um eine Prüfung der erfolgreichen Transformation mit Hilfe einer 
Restriktionsendonukleasenanalyse und einer Sequenzierung (TopLab, Martinsried) durchführen 
zu können. 
Durch einen Minipräp-Kit der Firma Pharmacia (Freiburg), dessen genaues Protokoll der DNA-
Präparation in der Anleitung von Pharmacia nachgelesen werden kann, wurde die DNA des 
Plasmids gewonnen. 
Dieser Präparation folgte eine Spaltung der DNA durch die Restriktionsendonuklease BGLII. 
Diese Restriktionsendonuklease hydrolisieren die DNA an spezifischen Erkennungssequenzen 
und spaltet das Plasmid in Fragemente definierter Größe. 
In diesem Fall wurde das Plasmid pQE12 in zwei Fragemente gespalten, die einerseits 276 Ba-
senpaare und andererseits 3425 Basenpaare enthielten. Auf einem Agarose-Gel wurde die Spal-
tung durch die Reduktionsendonuklease überprüft. Die DNA-Fragmente konnten nach               
elektrophoretischer Auftrennung im Agarose-Gel durch Fluoreszenz mit Ethidiumbromid sicht-
bar gemacht werden. 
Der Restriktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen und wurde über Nacht bei 37°C durch-
geführt: 
-   2µl DNA und 10µl Enzymmix (1 zu 10 Volumen spezifischer 10fach-Reaktionspuffer) 
-   10U Restriktionsendonuklease BGLII (Boehringer, Mannheim)/µl DNA ad 20µl H2Odest. 
Die Hydrolyse wurde durch 1 zu 10 Volumen mit 10fach-Auftragspuffer für das Agarose-Gel 
gestoppt und dann auf das Agarose-Gel zur elektrophoretischen Auftrennung aufgetragen. 
 
Nach dem gleichen Prinzip wurden E.-Coli-Bakterien des Expressionsstammes M15 mit dem 
Gen für die IgV-ähnliche Domäne (Igd) von humanem MOG transformiert. Dabei trug der Ex-
pressionsvektor pQE30 (Qiagen, Hilden) das entsprechende MOG-Gen. 
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2.3 Aufreinigung  von rekombinanten Proteinen 
Zur Testung der menschlichen Serum- und Liquorproben auf deren Antikörpergehalt wurden 
die entsprechenden Antigene rekombinant (rek.) hergestellt.  
Die IgV-ähnliche Domäne (Igd) von humanem MOG wurde aus dem E.-Coli-
Expressionsstamm M15 mit dem Expressionsvektor pQE30 (Qiagen, Hilden) isoliert, in den 
das Gen des humanen MOGs (IgV-ähnliche Domäne, Igd) kloniert worden war. Dadurch ge-
wonnenes rekombinantes humanes MOG (IgV-ähnliche Domäne, MOGIgd) wurde auch zur 
Gewinnung MOGIgd-spezifischer Antikörper aus Serum/Plasma oder Plasmapherisat von MS-
Patienten und gesunden Spendern (HD) verwendet (2.5). 
 
Der Expressionsstamm M15 enthält das Plasmid pREP4 (Villarejo and Zabin, 1974). In pREP4 
liegt das lac-Gen, welches für den lac-Promoter kodiert. Bei Zugabe von 2% Glucose in das 
Kulturmedium ist die Expression des Proteins durch den lac-Promoter unterdrückt. Durch ITPG 
(Isopropyl-β-Thiogalactopyranosid) wird der lac-Promoter induziert. 
Am Carboxy-Terminus des rekombinant hergestellten MOGIgd befand sich zusätzlich ein Histi-
dinschwanz (6 Histidinreste). Mit diesem konnte das Protein über eine Nickel-Chelat-Säule 
aufgereinigt werden. 
 
2.3.1 Übernachtkultur 
12l LB-Medium wurden mit den transformierten E.-Coli-Glycerinkulturen angeimpft und über 
Nacht bei 37°C geschüttelt. Das Medium wurde durch 1% Glucose ergänzt, um eine vorzeitige 
Induktion der Bakterienzellen zu unterdrücken. 
 
2.3.2 Induktion 
Um die Glukose zu entfernen wurde, die Kultur bei 4000rpm und 4°C für 20 Minuten abzentri-
fugiertiert. Das Pellet wurde in 12l LB-Medium resuspendiert und daraufhin erfolgte eine Inku-
bation für etwa 3 Stunden bei 37°C, bis sich die Bakterien in der Mitte der exponentiellen 
Wachstumsphase befanden. Dabei wurde die Bakteriendichte immer wieder photometrisch bei 
OD600nm gemessen (Shimadzu UV-160A, Duisburg). Die Induktion der Bakterienzellen mit 
ITPG erfolgte bei einer optischen Dichte OD600nm  von 0,5 bis 0,7. 
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Bei einer OD600nm von etwa 1,1 (nach 3-4 Stunden weiterer Inkubation) wurden die Zellen bei 
5000rpm und 4°C für 60 Minuten abzentrifugiert. Alternativ hätte auch bei 10000rpm für 20 
Minuten abzentrifugiert werden können. 
Die Pellets wurden in 200ml PBS aufgenommen und nochmal bei 10000rpm und 4°C abzentri-
fugiert. Aufbewahrt wurde das Pellet bei –20°C. 
 
2.3.3 Zellaufschluss 
Nach Resuspension des Pellets in insgesamt 70ml PBS wurde für 45 Minuten auf Eis mit Ultra-
schall beschallt, um die Zellwand der Bakterien aufzubrechen (Branson Sonifier 450, 50% out-
put). Danach wurde für 30 Minuten bei 18000rpm und 4°C zentrifugiert, um die Zellein-
schlusskörper, die das Protein enthielten, von wasserlöslichen Proteinen zu trennen. Das Protein 
befand sich somit zu diesem Zeitpunkt im Pellet, im Überstand zum Teil die aufgebrochenen 
Bakterienzellwände und sonstige wasserlösliche Bestandteile. Nun wurde das Pellet in 50ml 
Harnstoffpuffer resuspendiert und wieder auf Eis mit Ultraschall für 30 Minuten beschallt. Der 
Harnstoffpuffer und die weitere Beschallung dienten zum Aufbruch der Zelleinschlusskörper 
und damit zur Lösung des Proteins im Puffer. Um weitere Zellbestandteile zu entfernen, wurde 
der Harnstoffpuffer mit dem Protein in Lösung für 30 Minuten bei 18000rpm bei Raumtempe-
ratur zentrifugiert. Der den Großteil des Proteins enthaltende Überstand wurde für die Nickel-
Chelat-Chromatographie verwendet, wie auch das Pellet, das eine weitere Stunde in Harnstoff-
puffer beschallt und abzentrifugiert wurde und dessen Überstand ebenfalls auf die Nickel-
Chelat-Säule aufgetragen wurde. 
 
2.3.4 Nickel-Chelat-Chromatographie 
Die Imidazolringe des Histidinrestes des Proteines bilden Chelat-Komplexe mit zwei freien 
Koordinationsstellen des Nickel2+. Das Nickel2+ ist über vier weitere Koordinationsstellen an 
der Gelmatrix gebunden. 
Das MOG-Protein wird durch die Chelatverbindung an der Gelmatrix festgehalten. Durch Elu-
tion wird später der Chelatkomplex mit Hilfe von Imidazol aufgelöst und das MOG kann eluiert 
werden. 
Die Säule wurde aus Säulenmaterial (Chelating Sepharose Fast Flow, Pharmacia, Freiburg) 
hergestellt, das mit fünf  Säulenvolumina Wasser, drei  Säulenvolumina 1% NiCl2, drei Säulen-
volumina Wasser und drei Säulenvolumina Harnstoffpuffer gewaschen wurde. Dadurch erfolg-
te ein Quellen des Säulenmaterials, eine Beladung der Säule mit Nickel2+ und ein Äquilibrieren 
der Säule an den pH-Wert und die Harnstoffkonzentration. 
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Die proteinhaltige Lösung wurde mit eine Fließgeschwindigkeit von 0,5 ml/min auf die Säule 
übertragen, wobei sich dabei die oben beschriebenen Chelatkomplexe bildeten und das MOG 
an die Säule gebunden wurde. Die Säule wurde daraufhin mit 300ml Waschpuffer gewaschen 
und durch 200ml Elutionspuffer mit einem linearen Gradient des Imidazolanteils eluiert. Bei 
der Elution wurde das Eluat zur späteren Analyse des Proteingehaltes in Fraktionen zu je 4ml 
gesammelt. 
Zur Verfolgung des Auftrags des Proteins, des Waschschrittes und der Elution (Abb. 5) wurde 
eine UV-Detektion bei 280nm verwendet (Econo System, Bio-Rad, München, Fließgeschwin-
digkeit 0,5ml/Minute). 
Die Analyse der Elutionsfraktionen (Abb. 6) erfolgte auf SDS-Gelen zur Proteinanalyse (2.4.1). 
 
 
 
  
Abbildung 5 
Typisches Elutionsdiagramm einer Nickel-
Chelatsäule mit Elutionspeak der protein-
haltigen Fraktionen 
Die Fließgeschwindigkeit betrug 0,5ml/min 
bei einem linearen Gradienten von 40mM 
Imidazol bis 500mM Imidazol. 
Die Fraktionsgröße betrug 4ml. Der 
Schreiber lief mit 2cm/h. 
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Abbildung 6 
Typische Gel-Untersuchung (12% Tris-Glycin) von eluierten, proteinhaltigen Fraktionen aus der Nickel-
Chelatsäule                                                                                                                                                                 
M Proteinstandard („prestained standard low-range“, Bio-Rad, München)                                                                                    
Die Zahlen geben die Fraktionsnummern an. 
2.3.5 Dialyse 
Die Fraktionen mit den höchsten Proteinanteilen wurden vereinigt und gegen 5l PBS (pH 7,4) 
über Nacht bei 4°C unter langsamem Rühren zur Entfernung des Harnstoffs dialysiert. 
Zur Dialyse wurde ein semipermeabler Dialyseschlauch (Spektra/Por MWCO 3500, Spectrum, 
Rancho Dominguez, U.S.A.) gründlich mit Wasser gespült und für 15 Minuten gekocht, um 
Kontaminationen auszuschließen. Mit Dialyseklammern wurde der Schlauch verschlossen. Vor 
Einfüllen der Proteinlösung wurde die Dichtigkeit des Schlauches mit Wasser geprüft. Die Pro-
teinlösung wurde dann in den Schlauch gegeben. 
Die dialysierte Proteinlösung wurde mit Hilfe eines Micromembranen-Ionen-Austauscher-
Filters (Microporous Membrane Ion Exchanger S15X, Sartorius, Göttingen) aufgereinigt. Auf 
die Aufreinigung des Proteins mit Hilfe von SDS-Gelen wurde verzichtet, um eine Denaturie-
rung des Proteins durch SDS zu vermeiden. 
 
2.3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry 
Proteinkonzentrationen wurden mit Peterson`s Modification der Mikro-Lowry-Methode be-
stimmt. Alle bei der Lowry-Methode verwendeten Materialien stammten von Sigma-Aldrich 
Diagnostics, München. 
Dieser Methode liegt die Reaktion des Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenzes (Phosphor-
Wolfram/Molybdänsäure-Komplex) mit Tyrosinresten der Proteine zu Grunde. In Abhängigkeit 
Eluierte 
Proteinfraktionen 
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von der Proteinkonzentration kommt es zu einer Blaufärbung, die photometrisch bestimmt wer-
den kann. Zur Eichung dienen die Extinktionen von Proteinlösungen mit bekannter Konzentra-
tion. Standardlösungen und die unbekannte Probe wurden in Duplikaten angesetzt. Von der 
Standardlösung wurde eine Verdünnungsreihe mit 0, 50, 100, 200, 300, 400 µg/ml angesetzt. 
Die unbekannte Lösung wurde in verschiedenen Konzentrationen verdünnt. 0,5ml Lowry-
Reagenz wurde mit 0,5ml Standardlösung und mit 0,5ml Probe gemischt und für 20 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. 0,25ml des Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenzes wurde zu den 
verschiedenen Ansätzen hinzugefügt und für 30 Minuten inkubiert. Die Extinktionen wurden 
bei OD750nm gemessen (Shimadzu UV-160A). Aus den Werten der Standardproteinlösung 
konnte eine Eichkurve erstellt werden, aus der die Proteinkonzentration der Probe errechnet 
wurde (Abb.7). Als Standardlösung wurden zumeist Lösungen mit Rinderserumalbumin (BSA) 
verwendet. Unterschiedliche Mengen an Tyrosin in den verschiedenen Proteinen begründen 
eine gewisse Fehlerquelle dieser Methode. 
 
Zur Herstellung von rekombinantem S.100β-Protein aus der Ratte wurde das gleiche Verfahren 
verwendet, wie es für die Produktion des MOG-Proteins erläutert ist. Dabei wurde der gleiche 
E.-Coli-Expressionsstamm M15 mit dem Expressionsvektor pQE12 (Qiagen, Hilden) für das 
S.100β-Gen verwendet. Das S.100β-Protein aus der Ratte diente in der vorliegenden Arbeit als 
Kontrollantigen, um unspezifische Antworten gegen E.-Coli-Bakterienbestandteile bei rekom-
binant hergestellten Antigenen auszuschließen. 
Das in dieser Arbeit verwendete Antigen BT3.3 wurde nach dem gleichen Verfahren rekombi-
nant hergestellt (von Dr. Malotkin überlassen). 
Das rekombinant hergestellte humane BTN (IgV- und IgC-ähnliche Domäne, BTNexo) wurde 
aus dem Baculovirus-System exprimiert (von Dr. Schubart überlassen). 
Proteinlösungen wurden grundsätzlich aliquotiert und bei –20°C aufbewahrt. 
 
 
Abbildung 7 
Typische Eichkurve 
zur Ermittlung von 
Proteinkonzentrationen 
nach der Lowry-
Methode 
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2.4 Gel-Elektrophoretische Methoden 
2.4.1 Analyse von Proteinen in denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen 
Zur Analyse von Proteinen in denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden Mini-
Proteingele (Bio-Rad, München) und die entsprechenden Instrumente dieses Systems verwen-
det. Bei dieser Methode werden die Proteine zuerst in einer Sammelgelschicht auf eine extrem 
schmale Bande konzentriert und daraufhin im Trenngel aufgetrennt. 
Diese Gele bestanden aus einem Sammel- und einem Trenngel unterschiedlicher Konzentration.  
Die Lösungen für die Gele setzten sich wie folgt zusammen: 
 Trenngel  Sammelgel 
Aqua bidest 12ml  6,8ml 
Puffer B  12,5ml                   Puffer D 3,1ml 
10% SDS (Lsg. C) 0,5ml  250µl 
30% Acrylamid-bis 
(Lösung A) 
 
25ml 
  
2,5ml 
10% APS (frisch) 250µl  125µl 
TEMED 125µl  12,5µl 
 
Die Lösung für das Trenngel wurde in den Zwischenraum der zwei Glasplatten gegossen, so 
dass sich keine Luftblasen bildeten und noch ausreichend Platz für die Aufbringung des Sam-
melgeles vorhanden war. Um eine glatte Oberfläche zu gewährleisten, wurde nach Aufbringen 
der Lösung der obere Rand sofort mit  H2O gesättigtem Butanol beschichtet, das nach der    
Polimerisation des Gels abgeschüttelt wurde. Auf das Trenngel wurde nach erfolgter Polimeri-
sation das Sammelgel unter Verwendung eines Taschenformerkammes aufgebracht. 
Das Gel wurde mit den Proteinlösungen, die mit Auftragspuffer versetzt wurden, in den Ta-
schen des Sammelgels beladen. Auch ein molekulargewichtsabhängiger Proteinstandard wurde 
zur Detektion der zu analysierenden Proteinbanden aufgetragen („prestained standard low-
range“, Bio-Rad, München, 2µl/Tasche). Dieser Marker enthielt folgende Proteine: 
-   Hasenmuskel-Phosphorylase B 97,4 kDA 
-   Rinderserumalbumin (BSA) 66,2 kDA 
-   Hühnereiweiß-Ovalbumin  42,7 kDA 
-   Rinder-Carboanhydrase  31,0 kDA 
-   Sojabohnen-Trypsininhibitor 21,5 kDA 
-   Hühnereiweiß-Lysozym  14,4 kDA 
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Die Auftrennung der Proteine wurde bei 100V in Laufpuffer bei Raumtemperatur durchgeführt. 
Negativ geladenes SDS lagert sich in konstantem Gewichtsverhätnis an die Proteine an, die 
dadurch gestreckt und somit denaturiert wurden. Damit wird ein weiter Abstand zwischen den 
negativen Ladungen der Proteine bewirkt. 
Die Ladungsverteilung auf der Oberfläche der Proteine wird relativ angeglichen, und damit 
erfolgt die Auftrennung der Proteine hauptsächlich größenabhängig. 
Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn die untere Front der Proteine das Ende des Gels er-
reicht hatte. Dies war an der Bromphenolblau-Bande des Substratpuffers zu erkennen. 
Durch Färbung mit Coomassi-Blau wurden die Proteine sichtbar gemacht. 
 
2.4.2 Färbung von Proteingelen mit Coomassi-Blau  
Die Gele wurden für einige Stunden in der Coomassi-Blau-G25-Färbelösung angefärbt. Danach 
wurden die Gele für einige Stunden in der Entfärbelösung entfärbt. Dabei wurde die Hinter-
grundfärbung verringert und die angefärbten Proteinbanden wurden gut sichtbar (Abb. 8). 
 
 
 
Abbildung 8 
Typisches Gel (8% Tris-Glycin) nach 
elektrophoretischer Auftrennung von 
Proteinen 
Die getrennten Proteinbanden sind nach 
Comassi-Blau-Färbung gut zu erkennen. 
                       BTNexo                          BTN        MFGM 
(IgV- und IgC-ähnliche Domäne, 
   rek. aus Baculovirus-System) 
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2.4.3 Analyse von DNA in Agarose-Gelen 
Zur Herstellung von 1% Agarose-Gelen wurde 0,3g Agarose in 30ml TBE-Puffer aufgekocht, 
dann abgekühlt (60°C) und 15µl Ethidiumbromidlösung hinzugegeben (1mg/ml). Das Gel wur-
de in entsprechenden Vorrichtungen gegossen. 
Die elektrophoretische Auftrennung der in Auftragspuffer aufgenommenen DNA-Fragemente 
aus der Spaltung der Plasmide durch die Restriktionsendonuklease (2.2) fand unter 100V und 
mit TBE-Laufpuffer statt. Die fragmentierte DNA wandert im elektrischen Feld im Agarose-
Gel umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts. Als Eich-
standard für lineare DNA-Fragemente wurden Lösungen mit Fragmenten definierter Größe 
mitgeführt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die DNA unter UV-Licht analysiert. 
 
2.5 Isolation MOGIgd-spezifischer Antikörper 
MOGIgd-spezifische Antikörper wurden aus Seren (Verdünnung 1:1 in PBS) und Plasmapheri-
saten mit Hilfe von Immunaffinitätschromatographie (nach Pharmacia, Freiburg) isoliert    
(Abb. 9). 
MOGIgd wurde an CNBr-aktivierte Agarose (Sigma, Deisenhofen) kovalent gekoppelt. Bei Be-
ladung der Immunaffinitätssäule mit Serum oder Plasmapherisat wurden dann MOGIgd-
spezifische Antikörper an das gekoppelte Antigen (MOGIgd) gebunden, die dann später spezi-
fisch eluiert werden konnten. 
Das getrocknete Agarose-Material wurde mit eiskalter 1mM HCl-Lösung zur Schwellung ge-
bracht. Dabei kam auf ein Gramm trockenes Agarose-Material 200ml HCl-Lösung bei einer 
Volumenzunahme um das 3,5fache. Das zu koppelnde Protein (in reinem Koppelungspuffer 
oder in PBS (pH 7,4) nach dem Dialyseschritt, 2.3.5, ausgefallen) konnte in Koppelungspuffer 
unter Zusatz von 4ml 10% SDS-Lösung im Ultraschallbad in Lösung gebracht werden. Pro ml 
Gel wurde 5-10mg Protein benötigt. Der pH-Wert sollte zur Optimierung der Koppelung zwi-
schen 8 und 10 liegen. Die Proteinlösung wurde mit dem Gel über Nacht bei 4°C unter End-
über-End-Bewegung zur Koppelung inkubiert. Am nächsten Morgen wurden noch aktive 
Gruppen mit 0,2M Glycerinlösung (pH 8,0) für 2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt. Da-
nach wurde das Gel in eine Säule überführt und dann gründlich zunächst mit Koppelungspuffer, 
dann mit 0,1M Acetatpuffer (0,5M NaCl enthaltend, pH 4) und darauf wieder mit Koppelungs-
puffer gewaschen, um die blockierende Glycerinlösung zu entfernen.  
Die Säule wurde nun mit Serum oder Pherisat (200ml, 1:1 in PBS) beladen. Dann wurde die 
Säule mit PBS gewaschen, bis der Durchlauf bei der Messung  der optische Dichte OD280nm 
(Econo System, Bio-Rad, München) wieder auf Baseline (OD280nm  des Durchlaufs bei Wasch-
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schritt mit Koppelungspuffer) angelangt war, um alle ungebundenen Restbestände des Serums 
oder des Pherisates aus der Säule vor dem Elutionsschritt herauszuwaschen. Die gebundenen 
Antikörper wurden nun mit 0,1M Glycerinlösung (pH 2,5) eluiert (Abb 10). Dieser Vorgang 
konnte durch die peakartige-Zunahme der OD280nm des Durchlaufs erkannt werden. Das Volu-
men der Glycerin-Lösung wurde dabei so gering wie möglich gehalten. Das Eluat wurde sofort 
durch Zugabe von 10fach-PBS (pH 7,4) neutralisiert. Die eluierten Antikörper wurden mit der 
Western-Blot- (2.6.1) und ELISA-Methode (2.6.2) analysiert. 
Zur Regeneration der Säule wurde diese mit dem je 3-5fachen Volumen an 0,1 M Tris-Puffer 
(0.5M NaCl enthaltend, pH 8,5) und dann mit 0,1M NaAcetat Puffer (0,5M NaCl enthaltend, 
pH 4,5) gewaschen. Danach wurde die Säule wieder mit Koppelungspuffer äquilibriert. Die 
Säule stand damit wieder für weitere Elutionsvorgänge zur Verfügung und konnte bei 4°C 
aufbewahrt werden.  
 
 
 
Abbildung 9 
Isolation MOGIgd-spezifischer Antikörper aus einer CNBr-aktivierten Agarose-Säule bei OD280nm 
 
 (Abb.10)
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2.6 Analyse von Serum und Liquor auf spezifische Antikörper 
Menschliche Serum- und Liquorproben sowie die isolierten MOGIgd-spezifischen Antikörper 
(2.5) wurden mittels Western-Blot- (2.6.1) und ELISA-Methode (2.6.2) auf Reaktion von spezi-
fischen Antikörpern gegen unterschiedliche Antigene analysiert. 
Dabei dienten rekombinantes (rek.) MOGIgd, rek. BT3.3 (von Dr. Malotkin überlassen), rek. 
S.100β aus der Ratte, rek. humanes BTNexo (aus dem Baculovirus-System, von Dr. Schubart 
überlassen) und bovines BTN (SDS-aufgereinigtes Gesamtprotein, von Prof. Dr. Linington   
überlassen) als Antigene. Bei der ELISA-Methode wurden auch synthetisch hergestellte Peptide 
der IgV-ähnlichen Domänen von humanem MOG (MOGIgd) und bovinem BTN (BTNIgI) als 
Antigene verwendet, die in Tabelle 1 aufgelistet sind (Genosys, Cambridge, U.K.). 
Abbildung 10 
Elutionspeak MOGIgd-spezifischer Antikörper 
durch Elution mit 0,1M Glycin (pH 2,5) 
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2.6.1 Western-Blot-Methode 
Auf die Trenngele (Novex, Frankfurt) wurden pro Bahn 1,5 µg der IgV-ähnlichen Domäne des 
rekombinant hergestellten (rek.) humanen MOG (MOGIgd), des rek. S.100β aus der Ratte und 
von BT3.3 aufgetragen. Von dem SDS-aufgereinigten bovinen BTN wurden 6 µg auf die 
Trenngele aufgetragen.  
Die Proteinlösungen wurden für etwa 45 Minuten mit dem Laufpuffer bei einer Spannung von 
100V in den Gelen aufgetrennt, die in den Präparationskammern (Novex, Frankfurt) einge-
spannt wurden. Zusätzlich zu den Proteinlösungen wurde ein Molekulargewicht-
Proteinstandard („prestained standard low-range“, Bio-Rad, München) in einer Gel-Tasche auf-
getragen (2µl/Tasche). 
Die Proteine wurden nach ihrer Auftrennung unter Kühlung und Rühren des Transferpuffers 
auf eine in passende Größe zugeschnittene Nitro-Cellulose-Membran (Amersham, Braun-
schweig) transferiert (45 Minuten bei 100V). 
Nach diesem Schritt konnte die erfolgreiche Übertragung der Proteine auf die Nitro-Cellulose-
Membran mit Hilfe der Proteineinfärbung nach Poinceau (Poinceau-S, Sigma, Deisenhofen) 
überprüft werden (Salinovich and Montelano, 1986). 
Die Nitro-Cellulose-Membran wurde in TBS-T neutralisiert und unspezifische Bindungsstellen 
mit 5% Magermilchpulver in TBS-T für eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Danach 
erfolgte die Entfernung von überschüssiger Milch durch dreimaliges Waschen mit TBS-T für je 
10 Minuten bei Raumtemperatur (Waschschritt). Zur Testung der unterschiedlichen Patienten-
seren wurden dann die Membranen in einzelne Streifen geschnitten. 
In entsprechenden Inkubationskammern (Amersham, Braunschweig) wurden die Streifen mit 
dem ersten Antikörper, in diesem Fall die Patientenseren, für eine Stunde unter leichter Bewe-
gung bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde eine Verdünnung der Patientenseren von 
1:500 in TBS-T mit 2% Magermilchpulver verwendet. Als Kontrollantikörper dienten Antikör-
per gegen MOG aus der Maus (8.18.C.5, von Prof. Dr. Linington überlassen) in einer Verdü-
nung 1:500, ebenso anti-BTN Antikörper aus dem Hasen (von Prof. Dr. Linington überlassen) 
in einer Verdünnung von 1:500, sowie anti-BT3.3 Antikörper aus dem Hasen (von Dr. Malot-
kin überlassen) in einer Verdünnung von 1:50 und anti-S.100β Antikörper in einer Verdünnung 
von 1:50 (Immunotech, Marseilles, F). Nach Inkubation erfolgte ein weiterer dreimaliger 
gründlicher Waschschritt. 
Zur Detektion wurde das alkalische Phosphatase System verwendet. Als Detektionsantikörper 
(Jackson Immuno Research, West-Grove Pen., U.S.A.; Dianova, Hamburg; Southern Biotech-
nology Associates, Birmingham, U.S.A.) diente dabei ein mit alkalischer Phosphatase gelabel-
ter zweiter Antikörper in TBS-T mit 2% Magermilchpulver, der jeweils humanes Immunglo-         
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bulin G (1:5000), das des Hasen (1:5000) oder der Maus (1:1000) bindet. Die Inkubation mit 
dem zweiten Antikörper erfolgte ebenfalls über eine Stunde unter leichter Bewegung bei Raum-
temperatur. Nach der Inkubation wurden die Streifen wieder gründlich gewaschen. Alle ein-
stündigen Inkubationsschritte konnten auch über Nacht stattfinden, dann allerdings unter Küh-
lung bei 4°C. 
Zur Entwicklung der Streifen erfolgte die Detektion mit Hilfe des Substratpuffers für alkalische 
Phosphatase. Dabei wird das unsichtbare Substrat durch die Enzymreaktion der alkalischen 
Phosphatase in einen sichtbaren Farbstoff umgewandelt. Die Detektionsreaktion wurde durch 
einen Waschschritt mit H20 gestoppt. Das Signal war auf den Nitro-Cellulose-Streifen als 
Quermarkierung erkennbar (Abb. 11). Die Auswertung erfolgte durch Vergleich des Proben-
signals mit dem Signal des Kontrollantikörpers. 
 
 
2.6.2 “Enzyme-Linked-Immuno-Sorbant-Assay” (ELISA)  
Zur Testung von Serum- und Liquorproben auf Antikörpergehalt wurde auch die ELISA-
Methode verwendet. Dabei hatte der ELISA-Versuch folgenden typischen Aufbau: 
-   Beschichten der Platte mit Antigen 37°C, 1 Stunde (alternativ über Nacht bei 4°C) 
-   Waschen 
-   Blockieren mit 1% BSA   37°C, 1 Stunde (alternativ über Nacht bei 4°C) 
-   Waschen 
-   1. Antikörper    37°C, 1 Stunde (alternativ über Nacht bei 4°C) 
-   Waschen 
-   2. Antikörper    37°C, 1 Stunde (alternativ über Nacht bei 4°C) 
-   Waschen 
-   Entwicklung mit p-Nitrophenyl-Phosphat (OD490nm) bzw. o-Phenyldiamin (OD405nm) 
-   Messen im Spektrometer bei OD490nm bzw. OD405nm 
 
Abbildung 11 
Typische Signale einer Western-Blot-Analyse zur Untersuchung 
von Seren auf den Gehalt an MOGIgd-spezifischen Antikörpern 
M    Proteinstandard                                                                    . 
Ko   Kontrollantikörper                                                               . 
GT   MS-Patient 
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Die ELISA-Platten aus Polysteren mit 96 Löchern (Costar, Cambridge, U.S.A.) wurden über 
Nacht mit 10 µg/ml Antigen in PBS-Puffer mit 0,02% NaN3 beschichtet. Dabei bindet das An-
tigen im Adsorbtionspuffer an die Vinyloberfläche der Mikrotiterplatte. Die Füllungsmenge pro 
Loch betrug 100 µl. 
Die Platten wurden dann mit PBS-Puffer mindestens 5-fach gewaschen (Waschpuffer, Immu-
nowash, Nunc Gibco Life Techologies, Paisley, U.K.) und dann mit 1% Rinderserumalbumin 
(BSA) in PBS-Puffer für mindestens eine Stunde bei 37°C mit 200 µl pro Loch blockiert, um 
unspezifische Bindungen auszuschließen. Das größere Volumen diente dazu, auch die Ränder 
zu blockieren.  
Die Platten wurden dann wiederum mindestens 5-fach mit Waschpuffer gewaschen und darauf-
hin mit Serum oder Antikörpern in PBS/Azid-Puffer (Serum 1in30, Liquor 1in5, aufgereinigte 
MOGIgd-spezifische Antikörper 1in50) über Nacht bei 4°C oder alternativ für 4 Stunden bei 
37°C inkubiert (100 µl pro Loch). 
Gebundene Antikörper wurden mit Hilfe von zweiten Antikörpern (Jackson Immuno Research, 
West-Grove Pen., U.S.A.; Dianova, Hamburg; Southern Biotechnology Associates, Birming-
ham, U.S.A.) signalisiert, die mit Peroxidase oder alkalischer Phosphatase konjugiert waren 
und IgG erkannten. Der zweite Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1in5000 in 
PBS/Azid-Puffer verwendet.  
Alle Platten wurden mit Entwicklungspuffer zum Signal gebracht, der das Substrat für die       
Peroxidase oder alkalische Phosphatase-Reaktion enthielt. Die Platten wurden entweder mit  
p-Nitrophenyl-Phosphat für Peroxidase (Signal bei OD490nm messen) oder o-Phenyldiamin 
(Signal bei OD405nm zu messen) für alkalische Phosphatase durch Umwandlung des Substrates 
in einen Signalfarbstoff entwickelt. Die Farbstoffentwicklung wurde bei Peroxidase-
Entwicklung durch Zugabe von 3M HCl unter Berücksichtigung von nicht zu hoher Entwick-
lung der Hintergrundfarbintensitäten gestoppt. Bei Entwicklung mit alkalischer Phosphatase 
erfolgte kein Stoppen der Entwicklung. Die optische Dichte wurde bei OD490nm (Entwicklung 
mit Peroxidase) nach dem Stoppen der Entwicklung bzw. bei OD405nm (Entwicklung mit alka-    
lischer Phosphatase) nach 30 Minuten Entwicklungszeit für Serum und 1 Stunde 15 Minuten 
für Liquor im Spektrometer (Dynatech MR4000, Denkendorf) gemessen. Der Signalfarbstoff 
ist bei diesem Messverfahren proportional zur gebundenen Antikörpermenge. 
Von den gemessenen Werten wurde ein gemittelter Hintergrundwert substrahiert. Dieser ergab 
sich aus Werten für nicht spezifische Bindungen an BSA-beschichtete Platten. Die Intensität 
der Hintergrund-OD für Serum- und Liquorproben variierte sehr, was für ELISA-Versuche im 
menschlichen System im Gegensatz zum Tierversuch oft ein erhebliches Problem darstellt. 
Deswegen wurden nur solche Werte als signifikant positiv gewertet, die einen Schwellenwert 
überstiegen, der als gemittelter Hintergrundwert plus zweifache Standardabweichung definiert 
wurde (2.7). 
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2.7 Statistik und Auswertungsmethoden 
Zur Klärung statistischer Fragestellungen wurde „Statistical Methods in Medical Research“ von 
P. Armitage and G. Berry (1994) verwendet. 
 
OD-Werte in den ELISA-Untersuchungen wurden als Mittelwerte der einzelnen OD-Messwerte 
für die Auswertung verwendet. 
Von den Messwerten wurden einzelne Werte, sogenannte „Ausreißer“, ausgeschlossen. Als 
Ausreißer wurden einzelne Messwerte definiert, die zu einer Standardabweichung der Mess-
werte geführt hätten, die bei Einschluss der sog. Ausreißer einen Wert von größer oder gleich 
20% des Mittelwerts der Messwerte erreicht hätte: 
 
Standardabweichung [Messwerte] x 100 / Mittelwert [Messwerte] ≥ 20% 
 
Bei den ELISA-Untersuchungen wurde ein signifikanter Unterschied der jeweiligen, gemittel-
ten Messwerte zu den gemittelten Hintergrundwerten als gegeben definiert, wenn die gemittel-
ten Messwerte über dem Mittelwert plus zweifache Standardabweichung der Hintergrundwerte 
lagen. In den Frequenzanalysen gingen diese Werte als „signifikant positiv“ in die Auswertung 
ein. 
Die Hintergrundwerte ergaben sich aus Mittelung von Werten für nicht spezifische Bindungen 
an BSA-beschichtete Platten. 
Gemittelte Messwerte, die sich vom Mittelwert der Hintergrundwerte nicht um mehr als die 
zweifache Standardabweichung der Hintergrundwerte unterschieden, wurden als negativ ge-       
wertet, da sie damit definitionsgemäß nicht signifikant höher als der Hintergrund waren. 
Damit wurde als Einschlusskriterium für gemittelte Messwerte ein Wert definiert, der größer als 
der Mittelwert der Hintergrundwerte plus zweifache Standardabweichung der Hintergrundwerte 
war: 
 
Definition Einschlusskriterium für gemittelte Messwerte (signifikant positiv): 
Gemittelter Messwert ≥ 
Mittelwert [Hintergrundwerte] + 2x Standardabweichung [Hintergrundwerte] 
 
Entsprechend den jeweiligen Testvoraussetzungen wurden die Unterschiede zwischen den 
Gruppen bzw. Stichproben auf Signifikanz getestet anhand des Fisher-Exact-Testes (unabhän-
gige Stichproben; 3.4), des McNemar-Testes (abhängige Stichproben; 3.5, 3.6) und des t-Testes 
(unabhängige Stichproben, zweiseitig; 3.7). 
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Alle Funktionen von Werten wurden sowohl mit Hilfe von „Excel“ als auch mit „Statistica“ 
ermittelt. 
 
Bei der Western-Blot-Analyse galt die Testung dann als positiv, wenn ein Probensignal er-
schien, das vergleichbar zum Signal des Kontrollantikörpers war. Ein positives Testergebnis 
wurden deshalb so definiert, weil es sich bei der Western-Blot-Technik um ein qualitatives 
Messverfahren handelt, das nur bedingt quantitativ auszuwerten ist. Allerdings kann bei einem 
sehr starken Signal von einer hohen Konzentration des ersten Antikörpers in der Probe ausge-
gangen werden. Alle Signale der Western-Blot-Analyse wurden doppel-blind ausgewertet. Die 
Western-Blot-Methode eignete sich somit zur Screening-Untersuchung auf den Gehalt an Anti-
körpern in Serum/Plasmapherisat- und Liquorproben gegen bestimmte Antigene. 
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3. Ergebnisse  
3.1 Screening-Untersuchung auf spezifische Antikörper gegen MOG, BTN und BT3.3 in 
Seren von MS-Patienten und gesunden Spendern 
Um die Bedeutung von Proteinen als mögliche Ziele von Auto-Immunreaktionen zu erfassen, 
wurden in einer Screening-Untersuchung mittels Western-Blot-Analyse menschliche Seren von 
MS-Patienten und gesunden Spendern (HD) auf deren Antikörpergehalt gegen einzelne Antige-
ne analysiert. 
Es wurden humanes MOG (IgV-ähnliche Domäne, MOGIgd, rek., Brehm et al., 1999), BTN 
(Gesamtmolekül, aus einem SDS-Reinigungverfahren gewonnen, von Prof. Dr. Linington über-
lassen) und BT3.3 (IgV-ähnliche Domäne, rek., von Dr. Malotkin überlassen) als mögliche An-
tigene einer Immunreaktion untersucht. 
Nach rekombinanter Herstellung der Proteine, die als Antigene dienen, ist eine Verunreinigung 
mit Proteinen aus E.-Coli-Bakterien nicht auszuschließen. Dadurch sind falsch-positive Signale 
möglich. S.100β der Ratte wurde zur Kontrolle falsch-positiver Signale, die durch die rekombi-
nante Herstellung der Antigene begründet sein könnten, als rek. Kontrollantigen verwendet. 
 
Aus der Screening-Untersuchung ging hervor, dass sowohl MOG als auch die beiden Proteine 
BTN und BT3.3 Ziele einer Immunreaktion sind, da in den Seren sowohl der MS-Patienten wie 
auch der gesunden Spender (HD) Antikörper gegen diese Proteine nachgewiesen werden konn-
ten. 
In den Seren der MS-Patienten mit schubförmig-remittierendem Verlauf (RR) zeigte sich zu 
einem Anteil von 53,6% (15/28) Reaktivität gegen MOGIgd durch spezifische Antikörper. 
Bei den MS-Patienten mit chronisch-progressivem Verlauf wurde in dieser Untersuchung zwi-
schen sekundär-chronisch-progressiv (CPII) und primär-chronisch-progressiv (CPI) unterschie-
den. 63,2% (12/19) der MS-Patienten mit sekundär-chronisch-progressivem Verlauf hatten 
MOGIgd-spezifische Antikörper. In den Seren von Patienten mit primär-progressivem Verlauf 
waren zu 85,7% (6/7) MOGIgd-spezifische Antikörper nachweisbar. Von allen getesteten MS-
Patienten mit chronisch progressivem Verlauf waren 69,2% (18/26) MOGIgd-positiv. 61,1% 
(33/54) aller MS-Patienten hatten MOGIgd-spezifische Antikörper. 
Unter den gesunden Spendern war ein Anteil von 58,6% (17/29) mit MOGIgd-spezifischen An-
tikörpern. Dies ist einer höherer Anteil als er gemäß anderer Publikationen zu erwarten wäre 
(Reindl et al.,1999; Lindert et al., 1999). 
Der hohe Anteil von positiven Werten ist möglicherweise mit der hohen Sensitivität der Wes-
tern-Blot Methode zu erklären, da es sich hier um einen qualitativen, nicht aber quantitativen 
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Nachweis von Antikörpern handelt. Ein positives Signal ist also nicht proportional zu der Men-
ge vorhandener Antikörper. Zusätzlich konnte aufgrund der Methode nur eine subjektive Ein-
schlussgrenze verwendet werden, ab welcher Signalintensität eine Antwort als positiv zu wer-
ten war (2.7). Ein objektives Verfahren bezüglich der Einschlussdefinition war auch wegen der 
insgesamt niedrigen Antikörperkonzentrationen in menschlichen Seren nicht möglich. Die ge-
ringe Antikörperkonzentration in den Seren wurde besonders deutlich bei Vergleich mit den 
Kontrollen. Als Kontrollen wurden aufgereinigte Antikörper aus Tieren verwendet, die mit dem 
jeweiligen Antigen immunisiert worden waren. Die Signale, die durch aufgereinigte Antikörper 
aus immunisierten Tieren erreicht wurden, waren aufgrund der spezifischen Immunreaktion 
innerhalb der Tiere gegen das jeweilige Antigen der Immunisierung erwartungsgemäß weit 
höher als die Signale, die sich durch Inkubation mit menschlichen Seren ergaben. Durch unab-
hängige Blindauswertung der Blot-Streifen wurde versucht, die Auswertung dennoch so weit 
wie möglich zu objektivieren. Abbildung 12 zeigt die unterschiedliche Signalintensität, die zwi-
schen den einzelnen menschlichen Proben sehr variierte. Als Screening-Untersuchung auf das 
Vorkommen spezifischer Antikörper und damit einer Immunreaktion gegen bestimmte Antige-
ne war die Western-Blot-Analyse der Seren aber dienlich. Durch Vergleich der Banden der 
Kontrollantikörper aus den immunisierten Tieren mit den Banden der menschlichen Seren wur-
de die Auswertung vorgenommen. 
 
Es wurde gezeigt, dass ein Anteil von 27,8% (15/54) der MS-Patienten BTN-spezifische 
Antikörper in ihrem Serum hatten, dies waren 30% (9/30) der Patienten mit schubförmig-
remittierendem Verlauf und 25% (6/24) der Patienten mit chronisch-progressivem Verlauf, da-
bei 31,6% (6/19) sekundär chronisch-progressiv und 0% (0/5) primär chronisch-progressiv. 
71,4% (5/7) von BTN-positiven MS-Patienten mit schubförmig-remittierendem Verlauf waren 
gleichzeitig auch MOG-positiv. Bei Patienten mit chronisch-progressivem Verlauf waren dies 
60% (3/5). Gesunde Spender hatten zu 36,7% (11/30) BTN-spezifische Antikörper in ihrem 
Serum. 63,6% (7/11) von BTN-positiven, gesunden Spender waren gleichzeitig MOG-positiv. 
Diese Ergebnisse wurden als möglicher Hinweis auf Kreuzreaktivität der spezifischen Antikör-
per gewertet. 
 
Abbildung 13 zeigt die prozentuale Verteilung der spezifischen Antikörper in den untersuchten 
Gruppen, die durch die Western-Blot-Analyse der Seren (Abb. 14) ermittelt wurde. 
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                hMOGIgd (rek.)           bBTN (SDS-aufgereinigt) 
 
Abbildung 12 
Screening-Untersuchung auf den Gehalt an Antikörpern gegen das entsprechende Antigen mittels Western-
Blot-Analyse                                                                                                                                                                
M Proteinstandard     Ko Kontrollantikörper 
Zu erkennen ist die Schwierigkeit in der Auswertung der Signale, deren Intensität zwischen den einzelnen 
menschlichen Proben sehr variierte.                                                                                                                       
Ko ist ein aus immunisierten Tieren aufgereinigter Kontrollantikörper. Darunter sind die Blotstreifen ein-
zelner menschlicher Proben (HD 7, HD 9, HD 13, HD 17) gegen humanes MOGIgd und bovines BTN zu se-
hen, deren Signalintensitäten sich sehr von einander unterscheiden. 
 
  
Abbildung 13 
Screening-Untersuchung mittels Western-Blot-
Analyse 
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung positiver 
Signale durch spezifische Antikörper gegen humanes 
MOGIgd und bovines BTN (SDS-aufgereinigt) in Se-
ren von MS-Patienten mit schubförmig-
remittierendem Verlauf (RR), sekundär-chronisch-
progressivem (MS-CP II) und primär-chronisch-
progressivem (MS-CP I) Verlauf und von gesunden 
Spendern (HD). 
  
58 
       Gesunde Spender (HD)   MS-Patienten 
 
 
 
 
 
Abbildung 14 
Exemplarische Darstellung positiver Signale durch Antikörper im Serum gegen humanes MOGIgd und bo-
vines BTN in Seren von MS-Patienten (CP 31, RR 28) und gesunden Spendern (HD 1, HD 7) in der Wes-
tern-Blot-Analyse                                                                                                                                                       
M Proteinstandard     Ko Kontrollantikörper 
hMOGIgd (rek.)
bBTN 
(SDS-aufgereinigt)
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Begleitend soll erwähnt werden, dass auch Antikörper gegen die IgV-ähnliche Domäne eines 
weiteren Proteins der B-7-Familie, BT3.3, in Seren von MS-Patienten (14/61; 22,9%) und ge-
sunden Spendern (13/29; 44,8%) festgestellt wurden. Dies war eine ähnliche prozentuale Ver-
teilung, wie bei der Antwort gegen BTN. 
 
Durch den Nachweis spezifischer Antikörper gegen BTN wurde ein Antigen identifiziert, das 
auf Grund seiner Homologie zu MOG einen Einfluss auf Immunreaktionen in der MS-
Pathogenese haben könnte. 
Besonderes Interesse besteht an der ausgeprägten Immunantwort gegen BTN aus der Tatsache, 
dass BTN ein generell diätetisch umfangreich und regelmäßig zugeführtes Protein ist, und dass 
BTN und MOG zueinander ein hohes Maß an Homologie (50%) aufweisen. Es ist bekannt, dass 
MS neben einer genetischen Disposition auch von äußeren Triggerfaktoren abhängig ist. Das 
gleichzeitige Auftreten spezifischer Immunreaktionen sowohl gegen MOG als auch gegen BTN 
in einem großen Anteil der untersuchten Gruppen warf die Frage auf, ob es einen immunologi-
schen Zusammenhang zwischen den Immunantworten gegen diese beiden Proteine gibt. Auf-
grund der Homologie zwischen BTN und MOG könnte durch molekulares Mimikry eine funk-
tionell wirksame Kreuzreaktivität zwischen MOG und BTN bestehen. Eine wechselseitige Mo-
dulation der spezifischen Immunantworten und Auswirkungen auf eine mögliche Auto-
Immunantwort gegen MOG wären möglich. 
 
3.2 Erfolgreiche Isolation von MOGIgd-spezifischen Antikörpern aus MS-Patienten und 
gesunden Spendern  
Zur Untersuchung der Epitopspezifität von Antikörpern gegen MOG und BTN und deren mög-
licher Kreuzreaktivität konnten MOGIgd-spezifische Antikörper erfolgreich durch Immunaffini-
tätschromatographie aus Serum bzw. Plasmapherisat isoliert werden. Der Erfolg der Isolation 
der spezifischen Antikörper wurde mittels Western-Blot und ELISA überprüft. 
Mittels Western-Blot-Analyse wurde gezeigt, dass nach Isolation der MOGIgd-spezifischen An-
tikörper das Signal der eluierten Antikörper weit höher war, als das Signal, das nach Inkubation 
mit dem Serum vor der Isolation der MOGIgd-spezifischen Antikörper erschien. In Abbildung 
15 ist der Intensitätsunterschied der Signale in der Western-Blot-Analyse deutlich zu erkennen. 
Die Abbildungen 16 und 17 zeigen am Beispiel des Patienten MT die Erfolgsanalyse der Isola-
tion MOGIgd-spezifischer Antikörper durch ELISA. In Abbildung 16 ist in einer Verdünnungs-
reihe die Abnahme der MOGIgd-spezifischen Antikörper im Serum des Patienten nach Absorp-
tion der MOGIgd-spezifischen Antikörper mittels Immunaffinitätschromatographie zu erkennen. 
Das Eluat aus der Säule weist hingegen erwartungsgemäß den höchsten Antikörpergehalt auf. 
In Abbildung 17 ist die Reaktivität der MOGIgd-spezifischen Antikörper gegen  humanes       
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MOGIgd und gegen bovines BTN (SDS-aufgereinigt) zu sehen. S.100β wurde dabei als rek. 
Kontrollantigen mitgeführt. 
Die absolute Menge von eluierten MOGIgd-spezifischen Antikörpern war sehr gering (etwa 1-
10µg pro Elution). Ein Anhaltspunkt für die Proteinkonzentration im Eluat war durch die Höhe 
des Elutionspeaks (OD280nm) gegeben. 
 
 
 
                       hMOGIgd (rek.) 
 
 
Abbildung 15 
Nachweis der erfolgreichen Isolation von MOGIgd-spezifischen Antikörpern mittels Western-Blot-Analyse                 
M Proteinstandard     Ko Kontrollantikörper 
Exemplarisch sind ein Eluatsignal und ein Serumsignal gegen humanes MOGIgd dargestellt (Patient SH 21). 
Das Eluatsignal zeigt eine deutlich höhere Intensität als das entsprechende Serumsignal des Patienten. 
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3.3 Die Epitopspezifität der MOGIgd-spezifischen Antikörper ist heterogen bezüglich der 
MOGIgd-Peptide P1-P9  
Die Epitopspezifität der aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper wurde anhand der syn-
thetisch hergestellten, sich überlappenden MOGIgd-Peptiden P1-P9 untersucht (Genosys, Cam-
bridge, U.K., Tab. 1). 
Es konnte gezeigt werden, dass die Epitopspezifität der Antikörper sehr heterogen war. 
Mit Ausnahme von 2 Proben aufgereinigter MOGIgd-spezifischer Antikörper aus MS-Patienten 
(MM, #22) erkannten alle Proben der aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper 2 oder 
mehr Peptide. Die aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper aus MS-Patienten erkann-
Abbildung 16 
Verdünnungsreihe (ELISA) des Serums 
eines MS-Patienten (MT) vor Absorption 
(vor) und nach Absorption  (nach) der 
MOGIgd–spezifischen Antikörper mittels 
Immunaffinitätschromatographie 
Der höchste Gehalt an MOGIgd–
spezifischen Antikörpern ist im Eluat zu 
erkennen. 
Abbildung 17 
Reaktivität von aufgereinigten MOGIgd-
spezifischen Antikörpern aus dem Serum 
eines Patienten (MT) 
Dargestellt ist eine Verdünnungsreihe (ELI-
SA) gegen humanes MOGIgd, bovines BTN 
(SDS-aufgereinigt) und S.100β der Ratte 
(rek. Kontrollantigen). 
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ten hauptsächlich das MOGIgd-Peptid P1 (12/17; 70,5%) und das MOGIgd-Peptid P6 (15/17; 
88,2%). Die aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper aus den gesunden Spendern (HD) 
erkannten hauptsächlich das MOGIgd-Peptid P2 (6/9; 66,7%) und das MOGIgd-Peptid P6 (6/9; 
66,7%). 
Die aus der Immunglobulinpräparation von über 2000 gesunden Spendern (Sanglobulin®) auf-
gereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper banden vornehmlich an die MOGIgd-Peptide P1 
und P2, in geringerem Ausmaß auch an die MOGIgd-Peptide P5, P6 und P8. 
Kein bestimmtes Peptid wurde also spezifisch von aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Anti-
körpern aus MS-Patienten oder aus gesunden Spendern (HD, Sanglobulin®) erkannt. 
 
Die Ergebnisse der Epitopspezifitäten der aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper sind 
in Tabelle 2 zusammengefasst. 
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Tabelle 2 
Epitopspezifitäten der isolierten MOGIgd-spezifischen Antikörper (IgG) gegen die MOGIgd-Peptide P1-P9 
von MS-Patienten (RR schubförmig-remittierend, CP I primär chronisch-progressiv, CP II sekundär 
chronisch-progressiv), gesunden Spendern (HD), Immunglobulinpräparation (Ig, Sandglobulin®)                 
Alle OD490nm-Werte wurden in Duplikaten ermittelt.                                                          .
+ OD >0.2     ++ OD >0.5     +++ OD >1.0     über Hintergrund (OD nur des 2. Antikörpers) 
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3.4 Der Verlust von Toleranz gegen MOG ist mit einer kreuzreaktiven Antikörper-
Antwort gegen BTN assoziiert. 
Um nach den Beobachtungen bezüglich der Epitopspezifität der MOGIgd-spezifischen Antikör-
per zu untersuchen, ob auch auf menschlicher Ebene immunologische Kreuzreaktivität zwi-
schen den N-terminalen IgV-ähnlichen Domänen von MOG und BTN besteht, wurden MOGIgd-
spezifische Antikörper von 14 MS-Patienten und 9 anti-MOG seropositiven, gesunden Spen-
dern auf deren Kreuzreaktivität mit BTN getestet. Falls Kreuzreaktivität der MOGIgd-
spezifischen Antikörper zwischen MOG und BTN nachgewiesen würde, ist von einer Modula-
tion der Auto-Immunantwort gegen MOG durch BTN auszugehen. 
Bei diesen Untersuchungen enthielt die Kontrollgruppe einige Labormitarbeiter, die routinemä-
ßig gegen die MOGIgd-Domäne im Labor exponiert waren. Mit der Western-Blot-Methode 
wurde die Spezifität der MOGIgd-spezifischen Antikörper, die aus der MOGIgd-Matrix eluiert 
worden waren, kontrolliert. Dabei wurde S.100β aus der Ratte als rekombinant hergestelltes 
Kontrollantigen verwendet, um eine mögliche Kontamination der aufgereinigten MOGIgd-
spezifischen Antikörper mit anti-bakteriellen Antikörpern auszuschließen. Mittels ELISA-
Methode wurde die Spezifität der MOGIgd-spezifischen Antikörper bestätigt und weiter analy-
siert. 
Die aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Auto-Antikörper erkannten nicht nur MOGIgd, gegen 
das sie ursprünglich gerichtet waren, sondern auch einige verschiedene BTNIgI-Peptide       
(Tab. 3). Durch dieses Ergebnis konnte Kreuzreaktivität zwischen MOGIgd und BTNIgI direkt 
nachgewiesen werden. Die Epitopspezifität der kreuzreaktiven Antikörper-Antwort war hetero-
gen und variierte zwischen den Patienten. 
Die MOGIgd-spezifischen Antikörper, die aus MS-Patienten aufgereinigt wurden, zeigten be-
züglich der Erkennung der BTNIgI-Peptide P1-P9 klare Unterschiede zu den MOGIgd-
spezifischen Antikörpern, die aus gesunden Spendern aufgereinigt wurden. 
Besonders auffällig war dabei, dass die Frequenz der Spender mit einer kreuzreaktiven Anti-
körper-Antwort gegen BTN76-100 (P7) in der Gruppe der MS-Patienten (6/14; 42,9%) höher war 
als in der Gruppe der gesunden Spender, in der nur ein positves Ergebnis gegen BTN76-100 (P7) 
(1/9; 11,1%) auftrat (Tab. 3). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Fisher-Exact-
Test p>0,05). Im Gegensatz dazu waren MOGIgd-spezifische Antikörper, die BTN1-26 (P1) und 
BTN14-39 (P2) erkannten, in etwa der gleichen prozentualen Verteilung bei MS-Patienten (9/14; 
64%) und gesunden Spendern (7/9; 78%) vorhanden (Tab. 3; Fisher-Exact-Test p>0,05). 
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Es stellte sich die Frage, ob durch die Exposition gegen MOGIgd im Labor die prozentuale Ver-
teilung von seropositiven, gesunden Spendern (Lindert et al., 1999) künstlich erhöht wurde und 
dies zu einem Bias in der Analyse des MOG/BTN kreuzreaktiven Repertoires innerhalb der 
Kontrollgruppe geführt hat. 
Aus diesem Grund wurden zusätzlich MOGIgd-spezifische Antikörper aus einer kommerziell 
hergestellten Immunglobulin-Präparation (Sandglobulin®) von mehreren Tausend gesunden 
Spendern aufgereinigt. Dadurch stand eine randomisierte Probe von MOGIgd-spezifischen Anti-
körpern zur Verfügung. MOGIgd-spezifische Antikörpern kommen nur zu einem geringen An-
Tabelle 3 
Kreuzreaktivität von immungereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörpern mit BTNIgI-Peptiden 
MOGIgd-spezifische Antikörper wurden aus Serum/Plasmapherisat von 14 MS-Paptienten und 9 seropositi-
ven, gesunden Spendern durch Immunaffinitätschromatographie isoliert und mittels ELISA analysiert. 
Durch * sind die gesunden Spender gekennzeichnet, die im Labor gegen MOGIgd exponiert waren. Die ange-
gebenen OD490nm-Werte wurden aus Duplikaten ermittelt und sind für den Hintergrund (unspezifische Bin-
dungen gegen BSA-beschichtete Platten) korrigiert (∆OD490nm). 
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teil in der Allgemeinbevölkerung vor (Haase et al., 2001). Der Vergleich der Peptide, die von 
aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörpern aus drei repräsentativ dargestellten Proben 
(MS-Patient, Spender 24, Abb. 18a; gesunder Labormitarbeiter, CL, Abb. 18b; Sandglobulin®,     
Abb. 18c) erkannt wurden, zeigt, dass eine kreuzreaktive Antwort zwischen den MOGIgd-
spezifischen Antikörpern aus dem Immunglobulin-Pool der gesunden Spender (Sandglobulin®) 
und BTN-Peptiden nicht nachzuweisen war. Kreuzreaktivität der aufgereinigten MOGIgd-
spezifischen Antikörper aus dem MS-Patienten (Spender 24) und dem gesunden Labormitarbei-
ter (CL) mit BTN-Peptiden war hingegen festzustellen. In allen drei Proben wurde ein ähnli-
ches Reaktivitätsmuster gegen die MOGIgd-Peptide P1-P9 beobachtet (Abb. 18). 
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Abbildung 18 
Erkennnung von MOG und BTN-Peptiden durch 
aufgereinigte MOGIgd-spezifische Antikörper 
 
Repräsentativ dargestellt ist das Antwortmuster 
von aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikör-
pern gegen MOGIgd- und BTNIgI-Peptide aus: 
a) MS-Patient (Spender 24) 
b) gesunder Spender, im Labor gegen MOGIgd
.     exponiert (CL) 
c) gepoolte, gesunde Spender (Sandglobulin®) 
 
Es fällt auf, dass die MOGIgd-spezifischen Antikör-
per, die aus der kommerziellen Immunglobulin-
Präparation (Sandglobulin®) isoliert wurden, kein 
einziges der BTNIgI-Peptide erkennen. 
Die OD-Werte wurden in Duplikaten ermittelt und 
sind für den Hintergrund (unspezifische Bindun-
gen gegen BSA-beschichtete Platten) korrigiert 
(∆OD490nm). 
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3.5 BTN-spezifische Antikörper sind sowohl in MS-Patienten als auch in Patienten mit 
anderen neurologischen Erkrankungen im ZNS sequestriert  
Die Beobachtung, dass MS mit einer erhöhten Kreuzreaktivität zwischen MOGIgd und dem 
BTN-Peptid P7 (AS 76-100) assoziiert ist, ließ vermuten, dass diese Antwort selektiv im Kom-
partiment des ZNS sequestriert ist. Darum wurden die Antikörper-Antworten gegen BTNIgI und 
MOGIgd in gepaarten Liquor-/Serumproben von 35 MS-Patienten (männlich, n=13, Durch-
schnittsalter 43,8 Jahre im Bereich von 25-60 Jahren; weiblich, n=22, Durchschnittsalter 40,6 
Jahre im Bereich von 24-59 Jahren) und 20 Patienten mit anderen neurologischen Erkrankun-
gen (OND; männlich, n=7, Durchschnittsalter 48,2 Jahre im Bereich von 28-71 Jahren; weib-
lich, n=13, Durchschnittsalter 38,3 Jahre im Bereich von 21-55 Jahren) untersucht. 
Der Nachweis von Antikörpern gegen ein oder mehrere BTNIgI-Peptide im Liquor diente als 
Definition für je eine Untergruppe von 15 MS-Patienten (Tab. 4a) und 8 Patienten mit anderen 
neurologischen Erkrankungen (Tab. 4b), von denen die meisten mehrere BTN-Peptide erkann-
ten. 
Erstaunlicherweise war das Muster der BTN-Peptide, die im Liquor erkannt wurden, völlig 
unterschiedlich zu dem in den gepaarten Seren (Abb. 19). 
 
In den Serumproben der MS-Patienten war die häufigste Antwort gegen BTN1-26 (P1) (15/35; 
42,9%) gerichtet, während eine Antwort gegen dieses Peptid in nur 8,6% (3/35) der Liquorpro-
ben festzustellen war (Abb. 19a). Dieser Unterschied war signifikant (McNemar-Test 
p=0,0033). Im Gegensatz dazu traten Antworten gegen die anderen BTNIgI-Peptide zu einem 
höheren Anteil im Liquor auf als im Serum (Abb. 19a). Dies war besonders deutlich für das 
Peptid BTN76-100 (P7), welches von 80% (12/15) der Untergruppe der MS-Patienten mit konsi-
stent hohen Werten erkannt wurde (OD405nm von 0,20-2,16; Mittelwert=0,54, Tab. 4a). In den 
Serumproben wurde aber nur in einem dieser Patienten (1/15; 6,7%) eine Antwort gegen dieses 
Peptid festgestellt (Tab. 4a; Spender 37). 
34,3% (12/53) aller MS-Patienten erkannten BTN76-100 (P7) im Liquor und nur zu 2,9% (1/35) 
im Serum (Abb. 19a). Dieser Unterschied war signifikant (McNemar-Test p=0,0026). 
Die Antworten in den Serumproben der Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 
(OND) zeigten eine ähnliche prozentuale Verteilung. Die häufigste Antwort im Serum war  
ebenfalls gegen BTN1-26 (P1) (6/20; 30%) gerichtet, wohingegen die entsprechende Antwort 
gegen dieses Peptid im Liquor nur in 15% (3/20) der getesteten Proben festzustellen war (Abb. 
19d). Dieser Unterschied war nicht signifikant (McNemar-Test p>0,05). Im Liquor wurden 
vornehmlich die Peptide BTN63-87 (P6), BTN76-100 (P7) und BTN89-113 (P8) erkannt. Wie auch 
bei den MS-Patienten war auch bei den OND-Patienten die Antwort gegen diesen Bereich des 
Proteins besonders deutlich. Dies bezog sich auch in der Gruppe der OND-Patienten insbeson-
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dere auf das Peptid BTN76-100 (P7), das von 87,5% (7/8) der OND-Untergruppe erkannt wurde, 
wenn auch mit insgesamt niedrigeren Werten (OD405nm von 0,16-0,33; Mittelwert=0,25%; Tab. 
4b) als in der Untergruppe der MS-Patienten (Tab. 4b). In den Serumproben war gegen dieses 
Peptid keine einzige Antwort nachzuweisen (0/8; 0%; Tab. 4b). 35% (7/20) aller OND-
Patienten erkannten BTN76-100 (P7) im Liquor und zu 0% (0/20) im Serum (Abb. 19d). Damit ist 
auch bei den OND-Patienten von einem signifikanten Unterschied auszugehen. 
 
Die offensichtliche Sequestration der Antikörper-Antwort gegen BTN76-100 (P7) sowohl bei MS-
Patienten als auch bei Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen lässt vermuten, dass 
die Antikörpersynthese innerhalb des ZNS-Kompartimentes stattfindet. Diese Annahme wird 
auch von den jeweiligen Qalb-Werten unterstützt (Tab. 4a, Tab. 4b). 
Allerdings sollte diese Interpretation mit Zurückhaltung gesehen werden, da die Seren- und 
Liquorproben nicht in identischen Verdünnungen getestet wurden (Serum 1in30, Liquor 1in5).  
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Tabelle 4a Untergruppe der MS-Patienten 
Antikörper-Antworten gegen BTNIgI sind im Liquor sequestriert.                                                                        . 
Die Analyse von 35 gepaarten Serum- und Liquorproben aus MS-Patienten identifizierte eine Untergruppe 
von Patienten (15/35) mit einer Antwort gegen ein oder mehrere BTN-Peptide im Liquor. Mit Ausnahme 
der Antwort gegen das Peptid BTN1-26 (P1) war die Mehrheit der spezifischen BTNIgI-Peptid-Antworten in 
der Untergruppe der MS-Patienten auf das ZNS-Kompartiment beschränkt.                                                     .
Die Serumproben wurden in einer Verdünnung von 1in30, die Liquorproben in einer Verdünnung von 1in5 
untersucht.                                                                                                                                                                  
Eine Antwort wurde als positiv bezüglich einer Immunantwort gewertet, wenn ihr mittlerer OD405nm-Wert 
für das jeweilige Peptid den Mittelwert der OD405nm-Werte des Hintergrundes (unspezifische Bindungen 
gegen BSA-beschichtete Platten) um mindestens die zweifache Standardabweichung des Hintergrundes 
überstieg (Einschlusskriterium, 2.7). Jeder angegebene OD405nm-Wert wurde in Quadruplikaten ermittelt 
und ist für den Hintergrund korrigiert (∆OD405nm). 
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Tabelle 4b Untergruppe der Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen (OND) 
Antikörper-Antworten gegen BTNIgI sind im Liquor sequestriert.                                                                               . 
Die Analyse von 20 gepaarten Serum- und Liquorproben aus Patienten mit anderen neurologischen Erkrankun-
gen (OND) identifizierte eine Untergruppe von Patienten (8/20) mit einer Antwort gegen ein oder mehrere 
BTNIgI-Peptide im Liquor. Wie bei der Untergruppe der MS-Patienten sind die BTN-Peptid-spezifischen-
Antworten in der Untergruppe der OND-Patienten mit Ausnahme der Antwort gegen das Peptid BTN1-26 (P1) 
fast ausschließlich auf das ZNS-Kompartiment beschränkt.                                                                                    .
Die Serumproben wurden in einer Verdünnung von 1in30, die Liquorproben in einer Verdünnung von 1in5 
untersucht.                                                                           . 
Eine Antwort wurde als positiv bezüglich einer Immunantwort gewertet, wenn ihr mittlerer OD405nm-Wert für 
das jeweilige Peptid den Mittelwert der OD405nm-Werte des Hintergrundes (unspezifische Bindungen gegen BSA-
beschichtete Platten) um mindestens die zweifache Standardabweichung des Hintergrundes überstieg (Ein-
schlusskriterium, 2.7). Jeder angegebene OD405nm-Wert wurde in Quadruplikaten ermittelt und ist für den Hin-
tergrund korrigiert (∆OD405nm). 
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Abbildung 19 Epitopspezifität von Antikörper-Antworten gegen MOGIgd und BTNIgI in Seren und Liquor   
.                       (gepaarte Proben) 
Antikörper Antworten von:                                                                                                                                 
MS-Patienten (n=35)                              Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen (n=20)         
.                                             gegen                                                                                                                               
a) BTNIgI-Peptide                                        d) BTNIgI-Peptide                                                                                 
b) MOGIgd-Peptide                                      e) MOGIgd-Peptide 
Die Histogramme repräsentieren die prozentuale Verteilung der Spender, die auf das jeweilige Peptid eine 
Antwort zeigten. Auffällig ist die hohe Verteilung von Antworten im Liquor gegen Peptide, welche die 
Aminosäuren 76-100 (P7) sowohl von BTNIgI als auch von MOGIgd enthalten, im Vergleich zu den entspre-
chenden Verteilungen der Antworten im Serum (Signifikanz der Unterschiede unter 3.5 und 3.6).      .
c) und f) zeigen den Vergleich der ∆OD405nm-Werte der Antikörper-Antworten der 35 MS-Patienten ( c) 
Regressionskoeffizient = 0,69) und der 20 Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen ( f) Reg-
ressionskoeffizient = 0,78) gegen MOG76-100 und BTN76-100 im Liquor.  
Eine Antwort wurde als positiv bezüglich einer Immunantwort gewertet, wenn ihr mittlerer OD405nm-Wert 
für das jeweilige Peptid den Mittelwert der OD405nm-Werte des Hintergrundes (unspezifische Bindungen 
gegen BSA-beschichtete Platten) um mindestens die zweifache Standardabweichung des Hintergrundes 
überstieg (Einschlusskriterium, 2.7). Jeder angegebene OD405nm-Wert wurde in Quadruplikaten ermittelt 
und ist für den Hintergrund korrigiert (∆OD405nm). 
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3.6 Antikörper-Antworten gegen MOGIgd- und BTNIgI-Peptide co-segregieren im ZNS in 
MS-Patienten und in Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 
Die Beobachtung, dass eine Untergruppe von Patienten durch hohe Werte von potentiell kreuz-
reaktiven BTN76-100-spezifischen Antikörpern in deren Liquor charakterisiert ist, ließ vermuten, 
dass dieses Phänomen in situ durch homologe MOG-Peptide angetrieben wird. Es war nicht 
möglich, diese Hypothese direkt zu überprüfen, da naturgemäß nicht genügend Liquor zur Ver-
fügung steht, um Antikörper durch Immunaffinitätschromatographie aus Liquor aufzureinigen. 
Jedoch ist davon auszugehen, dass Antikörper-Antworten gegen BTN76-100 (P7) und MOG76-100 
(P7) innerhalb des ZNS co-segregieren, falls eine signifikante Kreuzreaktivität zwischen diesen 
beiden Peptiden besteht. 
Der Vergleich von Antikörper-Antworten gegen MOGIgd-Peptiden und den homologen BTN-
Peptiden im Serum und Liquor zeigte, dass dies tasächlich der Fall war (Abb. 19). Die Antikör-
per-Antwort gegen MOGIgd-Peptide war in beiden Kompartimenten heterogen, wie dies bereits 
im ersten Teil der Arbeit gezeigt wurde (auch Haase et al., 2001), aber es war offensichtlich, 
dass Antworten im Liquor gegen diejenigen Peptide überrepräsentiert waren, die innerhalb der 
carboxy-terminalen-Domäne des Proteins (P7-P9) lagen (Abb. 19). Auch für die MOGIgd-
Peptide war dies am deutlichsten für die Antikörper-Antwort gegen die Peptide der Aminosäu-
resequenz 76-100 (P7). Dies war der Fall sowohl in der Gruppe der MS-Patienten (entspre-
chend 3.5) als auch in der Gruppe der Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 
(OND, entsprechend 3.5). 
Innerhalb der Gruppe der MS-Patienten wurden Antikörper gegen MOG76-100 (P7) in 60% 
(21/35) der Liquorproben nachgewiesen, aber nur in 8,6% (3/35) der Serumproben (Abb. 19b). 
Dieser Unterschied war signifikant (McNemar-Test p=0,0001) und stellte das gleiche Vertei-
lungsmuster dar, wie es bereits für das homologe BTN-Peptid (BTN76-100, P7) gezeigt wurde 
(Abb. 19a). Die Konkordanz von Antikörper-Antworten gegen MOG76-100 (P7) und BTN76-100 
(P7) war dementsprechend hoch (Regressionskoeffizient = 0,69; Abb. 19c). Aufgrund dieser 
Ergebnisse ist bei MS-Patienten von einer selektiven Co-Stimulation bzw. Co-Segregation die-
ser Antikörper-Antworten im ZNS auszugehen. 
Ähnlich verhielt sich auch die prozentuale Verteilung der Antworten gegen die MOGIgd-Peptide 
in den Liquorproben der Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen. In 60% (12/20) 
der Liquorproben wurden Antikörper gegen MOG76-100 nachgewiesen, wohingegen dies nur in 
20% (4/20) der Serumproben der Fall war (Abb. 19e). Dieser Unterschied war signifikant 
(McNemar-Test p=0,0433). Dies entsprach der hohen Antwortrate gegen das homologe BTN-
Peptid (BTN76-100, P7), wobei gegen dieses Peptid im Serum der OND-Patienten gar keine 
Antwort festzustellen war (Abb. 19d). Auch die hohe Konkordanz (Regressionskoeffizient = 
0,78) von Antikörper-Antworten gegen MOG76-100 (P7) und BTN76-100 (P7) innerhalb der Grup-
pe der OND-Patienten entsprach größenordungsmäßig derjenigen, die für die Gruppe der MS-
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Patienten ermittelt wurde. Diese Erbebnisse machen eine selektive Co-Stimulation oder Co-
Segregation dieser Antikörper-Antworten im ZNS auch bei OND-Patienten wahrscheinlich 
(Abb. 19f). 
 
3.7 Butyrophilin (BTN) ist ein allgemein verbreitetes Umweltantigen 
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Kreuzreaktivität zwischen MOGIgd-spezifischen An-
tikörpern und BTN vermehrt bei Patienten mit MS im Vergleich zum MOGIgd-reaktiven Anti-
körper-Repertoire der Allgemeinbevölkerung besteht (3.4). Jedoch blieb ungeklärt, ob diese 
kreuzreaktiven Antworten mit einem generalisierten Toleranzverlust gegen BTN assoziiert war, 
der sich nur auf MS-Patienten bezog. 
Um diese Fragestellung zu klären, wurde die BTN-Antikörper-Antwort in den Seren der 35 
MS-Patienten (männlich, n=13, Durchschnittsalter 43,8 Jahre im Bereich von 25-60 Jahren; 
weiblich, n=22, Durchschnittsalter 40,6 Jahre im Bereich von 24-59 Jahren) mit einer Kohorte 
von 25 gesunden Spendern (HD, männlich, n=9, Durchschnittsalter 35,3 Jahre im Bereich von 
28-41 Jahren; weiblich, n=16, Durchschnittsalter 35 Jahre im Bereich von 24-56 Jahren) und 
einer weiteren Kohorte von Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen (OND, männ-
lich, n=7, Durchschnittsalter 48,2 Jahre im Bereich von 28-71 Jahren; weiblich, n=13, Durch-
schnittsalter 38,3 Jahre im Bereich von 21-55 Jahren) verglichen. Dabei fanden die gesamte 
exoplasmatische Domäne von bovinem BTN (BTNexo, AS 1-216) und die überlappenden Pepti-
de von BTNIgI als Antigene Verwendung. 
Die Verteilung der anti-BTNexo seropositiven Spender lag bei über 70% in allen drei Gruppen 
(MS: 31/35; 88,6%; HD: 22/25; 88%; OND: 15/20; 75%), und es ergab sich kein signifikanter 
Unterschied im Mittelwert der Antikörper-Antworten (Abb. 20a; MS, Mittelwert OD405nm=0,43; 
HD, Mittelwert OD405nm=0,54; OND, Mittelwert OD405nm=0,51; t-Test p>0,05). 
Wie sich dies auch schon bei der Screening-Untersuchung (3.1) zeigte, bestätigte sich auch hier 
die Beobachtung, dass BTN ein allgemeines Umweltantigen darstellt, gegen das eine zirkulie-
rende Antikörper-Antwort im Serum von sowohl MS-Patienten als auch von gesunden Spen-
dern und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen gerichtet ist. 
Die Gesamtverteilung der Antworten, die die einzelnen BTNIgI-Peptide erkannten, war jedoch 
niedriger (Abb. 20b). Dies war wahrscheinlich der Fall, weil die verwendeten Peptide im Ge-
gensatz zu BTNexo nur die N-terminale Region (IgI-Region, AS 1-120) der exoplasmatischen 
Domäne von BTN beinhalten. 54,3% (19/35) der MS-Patienten, 76% (19/25) der gesunden 
Spender und 40% (8/20) der Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen erkannten ein 
oder mehrere BTNIgI-Peptide. Sowohl bei den MS-Patienten als auch bei den gesunden Spen-
dern und den Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen war die immundominante 
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BTNIgI-Antwort in den Serumproben gegen BTN1-26 (P1) gerichtet. Jedoch zeigte das Muster 
der Antworten gegen den C-terminalen Bereich von BTNIgI (P6-P9) eine unterschiedliche pro-
zentuale Verteilung zwischen den MS-Patienten, den gesunden Spendern und den Patienten mit 
anderen neurologischen Erkrankungen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20 
Antikörper-Antworten gegen BTN in Seren von:                                                                                                        
MS-Patienten                                                                                                                                                                       
HD gesunden Spendern                                                                                                                                               
OND Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 
a) Die Antikörper-Antworten gegen die gesamte exoplasmatische Domäne von BTN (BTNexo, rek.) wurden in 
Seren von MS-Patienten (n=35), gesunden Spendern (n=25) und Patienten mit anderen neurologischen Erkran-
kungen (n=20) durch ELISA ermittelt. Die prozentuale Verteilung von seropositiven Spendern lag bei den ge-
sunden Spendern bei 88% (22/25), in der Kohorte der MS-Patienten bei 88,6% (31/35) und in der Gruppe der 
Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen bei 75% (15/20). Die Mittelwerte aller OD405nm-Werte für 
die drei Gruppen werden durch horizontale Balken angezeigt und erreichten keinen statistisch signifikanten 
Unterschied (MS, 0,43; HD, 0,54; OND, 0,51; t-Test p>0,05). Die Antwort eines Spenders (HD) überstieg >2,5 
OD405nm-Einheiten, ist nicht in der Abbildung dargestellt und ging auch nicht in die Berechnung des Mittelwerts 
aller OD-Werte dieser Gruppe ein. 
b) Die prozentuale Verteilung der Antikörper-Antworten gegen BTNIgI-Peptide in Seren von MS-Patienten 
(n=35), gesunden Spendern (n=25) und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen (n=20) wurde 
durch ELISA unter Verwendung der synthetisch hergestellten, sich überlappenden BTNIgI-Peptide (Tab. 1) 
ermittelt. 
Eine Antwort wurde als positiv bezüglich einer Immunantwort gewertet, wenn ihr mittlerer OD405nm-Wert für 
das jeweilige Peptid den Mittelwert der OD405nm-Werte des Hintergrundes (unspezifische Bindungen gegen BSA-
beschichtete Platten) um mindestens die zweifache Standardabweichung des Hintergrundes überstieg (Ein-
schlusskriterium, 2.7). Jeder angegebene OD405nm-Wert wurde in Quadruplikaten ermittelt und ist für den Hin-
tergrund  korrigiert (∆OD405nm). 
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4. Diskussion 
4.1 Nachweis MOGIgd-spezifischer Antikörper 
Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen MOGIgd-spezifischen Antikörper sind ein Hin-
weis auf eine Auto-Immunreaktion gegen das ZNS und sprechen für eine Auto-
Immunpathogenese der MS. MOG konnte auch in experimentellen Studien an Tiermodellen für 
MS als ein wichtiges Zielantigen von Auto-Immunantworten identifiziert werden. 
Frühere Studien mittels ELISA und Western-Blot identifizierten bereits spezifische Antikörper 
gegen die extrazelluläre IgV-ähnliche Domäne von MOG (MOGIgd) in Seren von MS-Patienten 
wie auch in Seren von Patienten mit nicht-demyelinisierenden neurologischen Erkrankungen 
und von gesunden Spendern (Karni et al.,1999; Reindl et al.,1999; Lindert et al., 1999; Diaz-
Villoslada et al., 1999). Es ist überaschend, dass MOGIgd-spezifische Antikörper nicht erkran-
kungsspezifisch sind, da die anti-MOG-Antikörper-Antwort sowohl in Ratten als auch in nicht-
humanen Primaten-Modellen der EAE hoch pathogen ist, und zwar durch die Induktion einer 
demyelinisierenden Immunpathologie, die der Pathologie der MS sehr ähnlich ist (Genain et al., 
1995; Storch et al., 1998; Genain et al.,1999; Raine et al.,1999). 
Die Epitopspezifität der humanen anti-MOG-Antikörper-Antwort wurde mittels isolierter      
MOGIgd-spezifischer Antikörper analysiert, um möglicherweise durch Immunantworten gegen 
bestimmte Epitope von MOGIgd eine Erkrankungsspezifität von MOGIgd-spezifischen Antikör-
pern identifizieren zu können. 
 
4.2 Aspekte der heterogenen Epitopspezifität der MOGIgd-spezifischen Antikörper 
Die ELISA-Analyse unter Verwendung von synthetischen MOGIgd-Peptiden (Tab. 1) zeigte, 
dass die Epitopspezifität der aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper heterogen ist. Dies 
ist eine Beobachtung, die mit Ergebnissen aus Tierversuchen nach Immunisierung mit MOG 
einhergeht (Litzenburger et al., 1998). 
In der vorliegenden Studie erkannte jeder Spender multiple Epitope der linearen MOGIgd- Pep-
tide, und es konnte keine Antwort gegen bestimmte MOGIgd-Epitope identifiziert werden, die 
krankheitsspezifisch war. Es bleibt ungeklärt, ob eine Vergrößerung der Kohortenanzahlen oder 
alternativ auch kürzere Peptide eine MS-spezifische Antwort identifizieren würden. Dies wird 
aber als unwahrscheinlich angesehen, weil viele pathogene MOG-spezifische Antikörper aus 
der Maus Epitope nur konformationsabhängig erkannten, und deren Antworten durch  ELISA 
mit synthetischen Peptiden nicht identifiziert werden konnten (Brehm et al., 1999). MOG76-100 
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(P7) wurde aber dennoch von einigen demyelinisierenden MOG-spezifischen monoklonalen 
Antikörpern aus der Maus erkannt (Brehm et al., 1999). 
Es kann gefolgert werden, dass möglicherweise demyelinisierende spezifische Antikörper ge-
gen die IgV-ähnliche Domäne (Igd) von MOG (MOGIgd-spezifischen Antikörper) nur in einer 
Untergruppe von MS-Patienten vorhanden sind, die in dieser Studie nicht erfasst wurde. Die 
Sequestration von MOG-spezifischen Antikörpern im ZNS, wie sie in der EAE berichtet wird 
(Linington and Lassmann, 1987), könnte die Konzentration von Antikörpern bestimmter Spezi-
fität im Serum stark reduzieren und damit deren Nachweis erheblich erschweren. 
 
Antikörper, die lineare MOGIgd-Epitope erkennen, könnten jedoch eine andere Rolle in der 
Immunpathogenese der MS spielen. Das Konzept, dass MOGIgd-spezifische Antikörper, die 
lineare Peptide erkennen, nicht direkt an der Immunpathogenese der Demyelinisierung beteiligt 
sind, wird sowohl durch klinische als auch durch experimentelle Ergebnisse unterstützt. Kli-
nisch beeinflusst eine Therapie mit hohen Dosen von intravenösen Immunglobulinen die MS 
positiv (Fazekas et al., 1997), obwohl in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass 
therapeutisch eingesetzte Immunglobulin-Präparationen auch MOGIgd-Peptid-reaktive Antikör-
per enthalten. Gegen deren direkte Beteiligung an der Immunpathogenese der Demyelinisierung 
spricht, dass MOG-spezifische Antikörper aus der Maus, die Demyelinisierung in der EAE ver-
mitteln, Epitope konformationsabhängig erkennen (Brehm et al., 1999). 
MOGIgd-spezifische Antikörper, die lineare MOGIgd-Epitope erkennen, könnten gegen Epitope 
gerichtet sein, die während der Degradierung des Myelins bei Demyelinisierungsvorgängen 
dem Immunsystem zugänglich werden. Für eine solche Annahme spricht, dass MOG-Peptid-
reaktive Antikörper mit Myelin-Debris in MS-Läsionen assoziiert wurden (Genain et al., 1999; 
Raine et al., 1999). Solche Antikörper könnten Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose von Mye-
lin-Debris durch Makrophagen unterstützen (Prineas and Graham, 1981) und damit die Repara-
tion von Läsionen durch eine Potenzierung der Abräumung von Myelin-Debris positiv beein-
flussen (Karni et al., 1999). 
Es ist aber davon auszugehen, dass die entsprechenden MOGIgd-Peptid-spezifischen B-Zellen 
auch als sehr effiziente Antigen-präsentierende Zellen wirken, die möglicherweise in ihrer 
Funktion eine enzephalitogene und damit pathogene T-Zell-Antwort gegen MOG verstärken 
(Genain et al., 1999; Liang and Mamula, 2000).  
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4.3 Die Bedeutung der kreuzreaktiven Immunantwort gegen MOG und BTN  
In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass die Auto-Immunantwort gegen 
MOG – ein Kandidat für Antikörper und T-Zell vermittelte Auto-Aggression in MS – mit dem 
Milch-Protein BTN kreuzreagiert. 
Die Ätiologie von einigen gewebsspezifischen, komplexen Vorgängen, denen eine Auto-
Immunpathogense zu Grunde liegt, schliesst die Modulation des Auto-Immunrepertoires durch 
Umweltantigene ein (Karjalainen et al.,1992; Conlon et al., 1999). Aber deren Identität und 
Wirkungsart ist nicht geklärt. 
Immunologische Kreuzreaktivität (molekulares Mimikry, 1.8) gegen Auto-Antigene, die durch 
mikrobiale Peptide getriggert ist, wird als ein Mechanismus angesehen, der Selbst-Toleranz 
gegen ZNS-Myelin-Antigene durchbrechen kann und damit Auto-Aggression in MS auslöst 
(Conlon et al., 1999). Die Ausweitung dieses Konzeptes auf verbreitete Antigene aus der Er-
nährung führt zu einer Reihe von neuen Perspektiven, die im Kontext von akuten Infektionen 
irrelevant sind. 
 
Durch den hohen Anteil von gesunden Spendern (HD), MS-Patienten und Patienten mit ande-
ren neurologischen Erkrankungen (OND), die eine Antikörper-Antwort gegen BTN entwickeln, 
wird deutlich, dass Milch eine feste Komponente der europäischen Diät ist, die zu einer Im-
munantwort führen kann. Dies geht mit der Beobachtung von Intoleranz oder Allergie gegen 
Milch-Proteine (CMPI/CMPA) bei Kindern und Erwachsenen einher (Host et al., 1995; Pelto et 
al., 1998; Pelto et al., 1999). Der regelmäßige Verzehr von Milch und Milchprodukten stellt 
eine Quelle für Peptide dar, die aus BTN stammen können, und die die Darmmukosa passieren 
und dadurch zu einer Stimulation Antigen-spezifischer Antworten führen können. Dies kann 
sowohl lokal im Darm-assoziierten-lymphatischen-Gewebe (GALT) geschehen oder auch in 
peripheren Organen des Immunsystems (Gutgemann et al., 1998). Dabei handelt es sich um 
einen physiologischen Vorgang, bei dem normaler Weise orale Toleranz induziert wird; es 
kommt zu einer systemischen Unterdrückung von pro-inflammatorischen T-Zell-Antworten 
gegen gelöste diätetische Antigene (Strobel and Mowat, 1998). Die Aufnahme von BTN mit 
der Nahrung könnte deshalb kreuzreaktive und potentiell enzephalitogene Th1-T-Zell-
Antworten gegen MOG unterdrücken, worauf auch die Unterdrückung von MOG-EAE durch 
transmukosale Behandlung mit BTN-Peptiden hindeutete (Stefferl et al., 2000). 
Jedoch kann orale Toleranz insbesondere durch gastro-intestinale Infektionen aufgehoben wer-
den. Dies führt dann zu einer transienten Expansion von potentiell pathogenen Th1-T-Zell-
Antworten gegen diätetisch aufgenommene Antigene führen kann (Barbeau, 1997; Gaboriau-
Routhiau and Morceau, 1996). Im Falle von BTN könnte dies zu einer transienten Expansion 
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von kreuzreaktiven und enzephalitogenen Antworten gegen MOG führen, die eine Exazerbation 
von Entzündungsvorgängen innerhalb des ZNS bewirken könnten. Zusätzlich ist orale Toleranz 
in gesäugten Neonaten schwach ausgeprägt (Miller et al., 1994; Strobel, 1996; Strobel and 
Mowat, 1998), so dass eine frühe Exposition gegen bovines BTN für eine kreuz-reaktive Im-
munantwort gegen MOG prädispositionieren könnte, falls der entsprechende Genotyp dafür 
vorhanden ist.  
 
Es sollte nicht übersehen werden, dass BTN nicht das einzige Milch-Protein ist, das zu einer 
Induktion einer Immunantwort gegen Myelin-Auto-Antigene durch molekulares Mimikry füh-
ren kann. Dies eröffnet die Möglichkeit, dass MS mit einem generalisierten Regulationsdefekt 
der mukosalen Immunität assoziiert ist (Winer et al., 2001). Diese Hypothese wird durch Beo-
bachtungen unterstützt, dass eine Konkordanz von inflammatorischen Darmerkrankungen mit 
MS (Kimura et al., 2000) besteht, und dass MS und inflammatorische Auto-
Immunerkrankungen des Gastrointestinaltraktes bestimmte genetische Prädispositionsloci teilen 
(Kawahito et al., 1998). 
Die Induktion von Antikörper-Antworten gegen diätetische Antigene ist kein seltenes Phäno-
men, und in der vorliegenden Arbeit wurden Antikörper gegen BTN in der Mehrheit von MS-
Patienten, gesunden Spendern und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen nach-
gewiesen. Jedoch wurde eine Kreuzreaktivität zwischen MOGIgd-spezifischen Antikörpern und 
BTNIgI-Peptiden insbesondere in MS-Patienten oder Spendern beobachtet, die gegen MOG im 
Labor exponiert waren. Vor dem Hintergrund der fehlenden Kreuzreaktivität der MOGIgd-
spezifischen Antikörper aus dem Pool der gesunden Spender (Sandglobulin®) lässt dies vermu-
ten, dass in der Allgemeinbevölkerung nur minimale Kreuzreaktivität zwischen dem anti-BTN- 
und dem intrinsischen anti-MOG-B-Zell-Repertoire besteht. 
Selektion, Expansion und wahrscheinlich auch Immunaffinitätsreifung der kreuzreaktiven B-
Zell-Klone scheint deshalb von Mechanismen abhängig zu sein, die MOG dem Immunsystem 
zugänglich machen. Im Falle der Labormitarbeiter könnte dies durch Inhalation von MOG-
enthaltenden Aerosolen erfolgen, bei MS-Patienten geschieht dies möglicherweise als eine Fol-
ge von Demyelinisierung im ZNS. 
 
Neben dem direkten Nachweis von Kreuzreaktivität zwischen MOG und BTN (3.4) kann auf-
grund von Co-Segregation der Antikörper-Antworten  gegen MOG- und BTN-Peptide im ZNS 
(3.6) von Kreuzreaktivität zwischen MOG und BTN ausgegangen werden. 
Da die Antikörper gegen MOG- und BTN-Peptide nicht nur von MS-Patienten, sondern auch 
von Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen im ZNS co-segregieren, ist anzuneh-
men, dass signifikante Kreuzreaktivität zwischen MOG und BTN wahrscheinlich nicht MS-
spezifisch ist, sondern auch während des Verlaufes anderer inflammatorischer Erkrankungen im 
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ZNS mit dem assoziierten Verlust von B-Zell-Toleranz gegen MOG entwickelt wird. Dies wäre 
immer dann der Fall, wenn MOG dem Immunsystem auf irgendeine Weise zugänglich wird. 
Dies sollte auch im Zusammenhang gesehen werden, dass MOG-spezifische Antikörper nicht 
MS-spezifisch auftreten (Karni et al.,1999; Reindl et al.,1999; Lindert et al., 1999; Diaz-
Villoslada et al., 1999). 
 
Die funktionellen Konsequenzen der kreuzreaktiven Antikörper-Antwort gegen MOG und BTN 
ist unklar. 
Die Peptid-Spezifität dieser Antwort ist heterogen und wird wahrscheinlich durch den HLA-
Klasse-II-Haplotyp des Spenders beeinflusst. Allerdings war es im Rahmen dieser Arbeit nicht 
möglich, eine bestimmte Peptid-spezifische Antwort zu identifizieren, die mit dem DR-2 Allel 
assoziiert ist. 
Die Analyse mit den aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörpern identifizierte eine Asso-
ziation zwischen MS und Kreuzreaktivität insbesondere mit BTN76-100 (P7). Vor dem Hinter-
grund, dass die pathogene demyelinisierende Antikörper-Antwort gegen MOG konformations- 
abhängig zu sein scheint (Brehm et al., 1999; Haase et al., 2001; von Büdingen et al., 2002), 
bleibt anzunehmen, dass kreuzreaktive BTN/MOG-Antikörper, die lineare Peptid-Epitope er-
kennen, eher zur Opsonierung von Myelin-Debris und deren Abräumung aus den Läsionen be-
schleunigt, als Demyelinisierung zu vermitteln. 
Dennoch erkennen einige demyelinisierende MOG-spezifische monoklonale Antikörper aus der 
Maus MOG76-100 (P7) (Brehm et al., 1999), so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass 
einige der BTN76-100/MOG76-100-reaktiven Antikörper auch pathogen sind. 
Die Anwesenheit von kreuzreaktiven BTN/MOG-Antikörpern in MS-Patienten impliziert auch 
die Präsenz korrespondierenden B-Zell-Populationen. Darin könnte eine entscheidende Bedeu-
tung für die Auto-Immunantwort gegen MOG liegen, da die spezifischen B-Zellen als effiziente 
Antigen-präsentierende-Zellen zu einer Erhöhung der Stimulation der MOG-spezifischen T-
Zell-Antwort führen könnten (Genain et al., 1999; Liang and Mamula, 2000).  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte in etwa einem Drittel der Liquorproben sowohl von MS-
Patienten (12/35; 34,3%) als auch von Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen 
(7/20; 35%) Antikörper gegen BTN76-100  (P7) nachgewiesen werden, in den gepaarten Serum-
proben war dies aber nur in einer Probe der MS-Patienten (1/35; 2,9%) und in keiner der OND-
Patienten (0/20; 0%) der Fall (signifikante Unterschiede, 3.5). Weiter wurde Co-Segregation 
von Antikörpern gegen MOG76-100  (P7) und BTN76-100  (P7) innerhalb des ZNS festgestellt 
(3.6). Diese Ergebnisse geben Grund zu der Annahme, dass die Synthese der BTN76-100-
spezifischen Antikörper intrathekal stattfindet und durch das homologe MOG-Peptid-Epitop 
angetrieben wird. 
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Im Gegensatz dazu wurden keine Hinweise dafür gefunden, dass eine ZNS-Antikörper-Antwort 
gegen das N-terminale Peptid von BTN (BTN1-26) auftritt, obwohl gezeigt werden konnte, dass 
MOGIgd-spezifische Antikörper mit diesem Peptid kreuzreagieren können und in mehr als 40% 
der Seren von MS-Patienten und in 30% der Seren von Patienten mit anderen neurologischen 
Erkrankungen vorhanden sind. Die dynamischen Vorgänge zwischen der Antikörper-Antwort 
gegen unterschiedliche BTN-Epitope unterscheidet sich also zwischen Serum und Liquor. Dies 
könnte an der schnellen Beseitigung von bestimmten Spezifitäten aufgrund von Bindungsvor-
gängen an MOG oder an andere Mitglieder der BTN-Protein-Familie innerhalb des ZNS liegen, 
oder alternativ durch eine schnelle Degradation von kreuzreaktiven MOG-Determinanten, die 
für die Antreibung intrathekaler Antikörpersynthese notwendigerweise vorhanden sein müssen. 
 
Zusammenfassend konnte im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass, obwohl MOGIgd-
spezifische Antikörper sowohl in MS-Patienten als auch in gesunden Spendern vorhanden sind, 
diese Antikörper nicht mit einer bestimmten Peptid-Spezifität für MS-Patienten vorkommen. 
Das Antwortmuster der aufgereinigten MOGIgd-spezifischen Antikörper war in beiden Gruppen 
heterogen. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Isolation von MOGIgd-spezifischen Antikör-
pern aus Serum bzw. Plasmapherisat möglich ist. Dadurch ergibt sich die Möglichkeit weiter-
führender Studien bezüglich der humoralen Komponente einer MOG-spezifischen Auto-
Immunreaktion auf menschlicher Ebene. Im Rahmen der Screening-Untersuchung wurde ge-
zeigt, dass das Milch-Protein BTN als ein Umweltantigen anzusehen ist, gegen das eine zirku-
lierende Antikörper-Antwort sowohl im Serum von gesunden Spendern als auch im Serum von 
MS-Patienten und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen gerichtet ist. Diese Be-
obachtung steht vor dem Hintergrund, dass Immunantworten gegen andere Milch-Proteine 
(CMPI/CMPA) bei Kindern und Erwachsenen bekannt sind (Host et al., 1995; Pelto et al., 
1998; Pelto et al., 1999). 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass neben der Immunantwort im Serum auch in 
einer Reihe von Liquorproben aus MS-Patienten und aus Patienten mit anderen neurologischen 
Erkrankungen eine Antikörper-Antwort gegen BTN besteht. Es wurde nachgewiesen, dass zwi-
schen BTN und MOG molekulares Mimikry besteht, die sich in Form ausgeprägter immunolo-
gischer Kreuzreaktiviät zwischen diesen beiden Proteinen insbesondere in einer Untergruppe 
von MS-Patienten äußern könnte. Auch in einer Untergruppe von Patienten mit anderen neuro-
logischen Erkrankungen wurden entsprechende Zusammenhänge herausgefunden. Da Milch 
und Milchprodukte ein fester Bestandteil der westlichen Diät ist, sollte BTN als ein ubiquitär 
vorhandener Faktor gesehen werden, der die Auto-Immunantwort gegen MOG beeinflussen 
kann, das als ein wichtiges Auto-Antigen innerhalb des Myelins gilt. Interessanterweise haben 
auch epidemiologische Studien die Prävalenz von MS mit dem Konsum von Milch und Milch-
produkten assoziiert (Butcher, 1986; Malosse et al., 1992; Lauer, 1997). Dies kann aber wohl 
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nur zum Teil mit dem in der vorliegenden Arbeit erbrachten Nachweis von molekularer Mimi-
kry zwischen MOG und BTN in Verbindung gebracht werden. Die pathophysiologischen Kon-
sequenzen der molekularen Mimikry bezüglich BTN sind nur schwer vorauszusagen, da diese 
durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden können, die insbesondere den Genotyp 
und den Gesundheitsstatus des Gastrointestinaltraktes einschließen. Dabei handelt es sich um 
einen Balanceakt, in dem bestimmt wird, ob sich das molekulare Mimikry zwischen MOG und 
BTN letztendlich für den einzelnen Patienten nachteilig auswirkt oder nicht.  
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit können sich weitere Erkenntnisse für eine poten-
tielle Auto-Immunpathogenese der MS und deren Modulation ergeben. 
 
4.4 Überlegungen für die Zukunft 
Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass BTN als ein Umweltantigen anzusehen ist, gegen 
das eine zirkulierende Antikörper-Antwort sowohl bei MS-Patienten als auch bei gesunden 
Spendern und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungnen gerichtet ist, wie das be-
reits für MOG bekannt ist. Weiter konnte gezeigt werden, dass Keuzreaktivität zwischen MOG 
und BTN besteht, wobei aber Hinweise dafür vorhanden sind, dass diese Kreuzreaktivität nicht 
spezifisch für MS ist. Aus dem Gesagten ergeben sich einige Überlegungen für die Zukunft. 
 
Die Feinspezifität der MOG- bzw. BTN-spezifischen Antikörper-Antwort wäre weiter zu unter-
suchen, um möglicherweise mit einer höheren Anzahl innerhalb der Kohorten eine Untergruppe 
von MS-Patienten definieren zu können, für die ein bestimmtes Antwortmuster spezifisch ist. 
Dies könnte dann unter Umständen auch mit dem entsprechenden genetischen Hintergrund des 
HLA-Komplexes der Patienten korreliert werden. Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um 
den ersten Versuch der Etablierung von Kreuzreaktivitätsvorgängen zwischen BTN und MOG 
auf menschlicher Ebene handelt, konnten diese Fragestellungen bisher nicht ausreichend be-
antwortet werden. 
Falls sich weitergehende Erkenntnisse in diese Richtung ergeben, wäre an eine Studie zu den-
ken, die eine Kohorte von MS-Patienten mit Kuh-Milch-Protein-Allergie/Intoleranz 
(CMPA/CMPI) oder Laktose-Intoleranz auf deren immunologisches Reaktivitätsmuster gegen 
BTN und MOG untersucht, da davon auszugehen ist, dass solche Patienten in geringerem Maße 
als gewöhnlich Milchprodukte und damit BTN mit der Nahrung aufnehmen und oft schon in 
den ersten Lebenstagen von Milchernährung auf künstliche, milchfreie Ernährung umgestellt 
werden. Daraus könnten sich Erkenntnisse über die Bedeutung der Modulation der Immunant-
wort gegen MOG durch BTN bei MS ergeben. Es dürfte schwierig sein, die Aufnahme von 
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BTN mit der Nahrung anderweitig bemessen zu können, da es sich bei BTN als Bestandteil der 
Milch um ein sehr verbreitetes Antigen in der Nahrung handelt.  
 
Die funktionellen Konsequenzen von Antikörpern, die zwischen MOG und BTN kreuzreaktiv 
sind, liegen im Unklaren. Es stellt sich die Frage nach der Pathogenität der Antikörper-Antwort 
gegen MOG und BTN und damit ihrer funktionellen Bedeutung. Ein Projekt, das die Kreuzre-
aktivität zwischen MOG und BTN auf tierexperimenteller Ebene sowohl im humoralen als auch 
im zellulären Bereich des Immunsystems untersucht, könnte Aufschlüsse über die funktionellen 
Aspekte des immunologischen Zusammenhanges zwischen MOG und BTN ergeben und zu 
Erkenntnissen darüber führen, welcher Einfluss auf die Immunpathogenese der EAE besteht. In 
diesem Zusammenhang könnte von besonderer Bedeutung sein, dass orale Toleranz experimen-
tell induziert werden kann (Weiner, 1997; Fattal et al., 2002) und somit eine Induktion von ora-
ler Toleranz gegen BTN möglicherweise einen protektiven, kreuzreaktiven Einfluss auf die 
Immunantwort gegen MOG hat. 
Wie oben erwähnt, ist davon auszugehen, dass pathogen wirkende Antikörper gegen MOG ihr 
Antigen konformationsabhängig erkennen (Brehm et al., 1999). Da in der vorliegenden Arbeit 
lineare Peptide und rekombinant hergestellte oder SDS-aufgereinigte Proteine als Antigene 
verwendet wurden, konnte der Aspekt der Konformationsabhängigkeit der Immunantwort nicht 
geklärt werden. 
Es könnte versucht werden, durch Aufreinigung von Antikörpern mittels Immunaffinitätschro-
matographie, die BTN bzw. MOG konformationsabhängig erkennen, deren pathologisches Po-
tential auch auf menschlicher Ebene zu untersuchen. Die Verwendung von MOG-transfizierten 
Zellen, die das Protein in natürlicher Konformation auf ihrer Oberfläche tragen (Brehm et al., 
1999), könnten dabei von Bedeutung sein. 
Von besonderem Interesse wäre auch die Aufreinigung von Antikörpern, die das Peptid P7 so-
wohl von MOG als auch von BTN spezifisch erkennen, da sich in der vorliegenden Arbeit 
Hinweise dafür ergaben, dass dieses Epitop bezüglich einer kreuzreaktiven Immunantwort zwi-
schen MOG und BTN eine herausragende Rolle einzunehmen scheint.  
Durch den Nachweis einer zirkulierenden Antikörper-Antwort gegen BTN und MOG sowohl 
im Serum als auch im Liquor ist die Präsenz der entprechenden B-Zell-Populationen zu erwar-
ten. Damit besteht über deren Funktion u.a. als Antigen-präsentierende Zellen eine Verbindung 
zum T-Zell-System. Die Untersuchung der zellulären Komponente der Immunantwort gegen 
BTN wäre eine weitere Aufgabe. Dabei könnte die Epitopspezifität von T-Zellen untersucht 
werden, wobei auch hier nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit im humoralen Teil des 
Immunsystems das Peptid P7 von besonderem Interesse sein könnte. Es stellt sich insbesondere 
die Frage, ob Kreuzrektivität zwischen BTN und MOG auch auf zellulärer Ebene des Immun-
systems besteht. 
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6. Anhang 
6.1 Abkürzungsverzeichnis 
8.18.C.5  anti-MOG-Antikörper aus der Maus 
alkal.   alkalisch 
APC   Antigen-präsentierende Zelle 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
AS   Aminosäure(n) 
BSA   Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
BTN   Butyrophilin 
BTNexo  exoplasmatische Domäne von BTN (IgV- und IgC-ähnliche Domäne) 
BTNIgI   Immunglobulin(IgV)-ähnliche extrazelluläre Domäne (IgI) von BTN 
bBTN   bovines Butyrophilin 
hBTN   humanes Butyrophilin 
CMPI/CMPA  Kuh-Milch-Protein-Intoleranz/Allergie  
   (cow´s milk protein intolerance/allergy) 
CP (I, II)  MS-Patienten mit chronisch-progressivem Verlauf der Erkrankung 
(I primär, II sekundär) 
CSF   Liquor (cerebrospinal fluid) 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
EAE   Experimentelle-Auto-Immun-Encephalomyelitis 
E.-Coli  Escherichia-Coli-Bakterien 
EDTA   Ethylen-Diamin-Tetraessigsäure 
ELISA   „Enzyme-Linked-Immunosorbant-Assay“ 
EtBr   Ethidiumbromid 
GALT   Darm-assoziiertes-lymphatisches-Gewebe 
(gut associated lymphatic tissue) 
HD   gesunde Spender (healthy donors) 
HLA   humanes Leukozyten-Antigen (human leucocyte antigen) 
IgC   konstante Domäne eines Immunglobulins 
Igd   Immunglobulin(IgV)-ähnliche extrazelluläre Domäne (MOG) 
IgG/M   Immunoglobulin G/M 
IgV   variable Domäne eines Immunglobulins 
IgI   Immunglobulin(IgV)-ähnliche extrazelluläre Domäne (BTN) 
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IL-10   Interleukin 10 
IPTG   Isopropyl-β-Thiogalaktopyranosid 
Kan.   aus dem Kaninchen 
kDA   Kilodalton 
Ko   Kontrollantikörper 
M   Proteinstandard 
MAG   Myelin-assoziiertes-Glykoprotein 
Maus.   aus der Maus 
MBP   Myelin-basisches-Protein 
MFGM  Milch-Fett-Globulin-Membran (milk fat globule membrane) 
MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 
MOBP   Myelin-assoziiertes-Oligodendrozyten-basisches-Protein 
MOG   Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 
MOGIgd  Immunglobulin(IgV)-ähnliche extrazelluläre Domäne (Igd) von MOG  
bMOG   bovines Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 
hMOG   humanes Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 
MOSP   Myelin-Oligodendrozyten-spezifisches-Protein 
MS   Multiple Sklerose 
NBT   Nitroblautetrazoliumchlorid 
ODx-nm  Optische Dichte bei einer Wellenlänge von x-nm 
OMG   Oligodendrozyten-Myelin-Glykoprotein 
OND   Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen als MS 
(other neurological diseases) 
OPD   o-Phenyldiamin 
o-    ortho- 
Pat.   Patient 
PBS   Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 
PFA   Paraformaldehyd 
PLP   Proteolipoprotein 
p-   para- 
Qalb   Quotient der Albuminkonzentration im Liquor und Serum 
rek.   rekombinant hergestellt 
rpm   Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RR MS-Patienten mit schubförmig-remittierendemVerlauf der Erkrankung 
(relapsing remitting) 
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SDS   Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate) 
spez.   spezifisch 
TBE   Tris-Borat/EDTA 
TBS   Tris-Puffer (tris-buffered saline) 
TBS-T   TBS+TEMED 
TEMED  Tetramethylendiamin 
TGF-β   „transforming growth factor β“ 
Th1   T-Helferzellen der Klasse 1 
TMEV   Theiler´s Murin-Enzephalomyelitis-Virus 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tween-20  Polyoxyethylensorbitan Monolaurat 
UV   Ultraviolett 
X-Phosphat  5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 
Ziege.   aus der Ziege 
ZNS   Zentralnervensystem 
 
  
112 
6.2 Dank 
Ich möchte mich bei allen Personen bedanken, ohne deren Unterstützung die vorliegende Arbeit 
nicht möglich gewesen wäre. 
 
Herr Prof. Dr. C. Linington hat mich während der gesamten Zeit der Durchführung dieser Ar-
beit in hervorragender Weise betreut. Ihm gilt mein ganz besonderer Dank. 
 
Die Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe wie auch der gesamten Abteilung 
für Neuroimmunologie erwiesen sich als gute Kolleginnen und Kollegen und standen mir mit 
Rat und Tat bei der Durchführung des Projektes zur Seite. 
Mein Dank gilt Herrn Prof. Dr. H. Wekerle für die Aufnahme in die Abteilung für Neuroimmu-
nologie des Max-Planck-Institutes für Neurobiologie. 
 
 
 
Ich danke meinen Eltern, Geschwistern, Freundinnen und Freunden für ihre Unterstützung, ihre 
Hilfe und den verständnisvollen Rückhalt, nicht nur im Rahmen dieses Projektes, sondern auch 
während meiner gesamten Ausbildung. 
 
  
113 
 
26. Juni 1975 Geboren in Erlangen als drittes von fünf Kindern von 
Antje und Ralf Guggenmos 
 
1985 - 1989 Humanistisch-neusprachliches Dom-Gymnasium Freising 
 
1989 - 1994 Mathematisch-naturwissenschaftliches Bodensee-Gymnasium Lindau 
 
Juni 1994 Abitur 
 
1994 - 1995 Zivildienst in der offenen Behindertenarbeit des Bayerischen Roten 
Kreuzes 
 
1995 - 1997 Vorklinisches Studium der Medizin an der Ludwig-Maximilians-
Universität München (LMU) 
 
September 1997 Ärztliche Vorprüfung (Physikum) 
 
1997 - 1998 Erster Abschnitt des klinischen Studiums der Medizin an der Ludwig-
Maximilians-Universität München (LMU) 
 
Januar 1998 Eintritt in die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Linington als medizinischer 
Doktorand der Abteilung für Neuroimmunologie (Prof. Wekerle) des 
Max-Planck-Institutes für Neurobiologie 
 
September 1998 Erster Abschnitt der ärztlichen Prüfung 
 
1998 - 2000 Zweiter Abschnitt des klinischen Studiums der Medizin an der Lud-
wig-Maximilians-Universität München (LMU) 
 
April 1999 Famulatur in Innerer Medizin am akademischen Lehrkrankenhaus 
Barmherzige Brüder München der LMU  
 
August 1999 Bed-Side-Teaching-Kurs in Psychiatrie am Sanatorium Kilchberg    
Zürich, Schweiz (Prof. Greil, LMU) 
   6.3 Curriculum Vitae 
  
114 
September 1999 Famulatur in Neurologie am akademischen Lehrkrankenhaus Moabit 
der Humboldt-Universität Berlin 
 
Oktober 1999 Famulatur in Innerer Medizin am akademischen Lehrkrankenhaus 
Albertinen der Universität Hamburg 
 
März 2000 Bed-Side-Teaching Kurs in Neurologie am akademischen Lehrkran-
kenhaus Harlaching der LMU (Dr. Krainc, Harvard-Medical-School 
Boston, U.S.A.) 
 
April 2000 Bed-Side-Teaching Kurs in Innerer Medizin am akademischen Lehr-
krankenhaus Landshut der LMU (Dr. Chang, Yale-University New 
Haven, U.S.A.) 
 
September 2000 Zweiter Abschnitt der ärztlichen Prüfung 
 
Oktober 2000 Bed-Side-Teaching Kurs in Pädiatrie am akademischen Lehrkranken-
haus Landshut der LMU (Prof. Truman, Columbia-University New 
York, U.S.A.) 
 
Dezember 2000 Stipendium des Deutschen - Akademischen - Austausch - Dienstes 
(DAAD) für das Praktische Jahr (Dritter Abschnitt des klinischen Stu-
diums der Medizin) 
 
Feb. 2001 - Mai 2001 Erstes Tertial des Praktischen Jahres in Innerer Medizin am Tulane-
University-Medical-Center New Orleans, U.S.A. 
 
Juni 2001 - Sept. 2001 Zweites Tertial des Praktischen Jahres in allgemeiner, plastischer und 
Unfall- / Wiederherstellungschirurgie am Hadassah-Medical-Center 
der Hebräischen Universität Jerusalem, Israel 
 
Okt. 2001 - Jan. 2002 Drittes Tertial des Praktischen Jahres in Neurologie am National   
Hospital for Neurology and Neurosurgery Queen Square University     
College London, U.K. 
 
April 2002 Dritter Abschnitt der ärztlichen Prüfung 
